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(54) Title: METHOD FOR DETERMINING THE SUBSTRATE SPECIFICITY OF AN ENZYMATIC ACTIVITY AND A DE- 
VICE THEREFOR 



= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DER SUB STR ATS PEZIFTT AT EINER ENZ YM ATI SCHEN AKTIVI- 
TAT UND VORRICHTUNG HIERZU 

(57) Abstract: The invention relates to a method for determining the substrate specificity of an enzymatic activity comprising the 
^ following steps: preparation of an assembly comprising a plurality of amino acid sequences on a planar surface of a support material, 
whereby the amino acid sequences are directionally immobilised; contacting and/or incubating of an enzymatic activity with the 
assembly; and detection of a reaction between one of the amino acid sequences that are immobilised on the assembly and the enzy- 
matic activity. According to the invention, during the reaction of the enzymatic activity with the assembly, a change to the molecular 
f^) weight of at least one of the amino acid sequences takes place. 
00 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Subs tratspezifi tat einer enzymatischen Aktivi- 
tat umfassend die folgenden Schritte: Bereitstellen eine Anordnung umfassend eine Vielzahl von Aminosauresequenzen auf einer 
planaren Oberflache eine Tragermaterials, wobei die Aminosauresequenzen gerichtet immobilisiert sind; Kontaktieren und/oder In- 
kubieren einer enzymatischen Aktivitat mit der Anordnung; und Nachweis einer Reaktion zwischen einer der auf der Anordnung 
immobilisierten Aminosauresequenzen und der enzymatischen Aktivitat; wobei vorgesehen ist, dass bei der Umsetzung der enzy- 
matischen Aktivitat mit der Anordnung eine Anderung des Molekulargewichts mindestens einer der Aminosauresequenzen erfolgt. 
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Verfahren zur Bestimmung der Substratspezifitat einer enzymatischen Aktivitat 

und Vorrichtung hierzu 

Die vorliegende Erfindung betrifft Anordnungen von einer Vielzahl von Aminosauresequenzen 
auf einer Oberflache, diese umfassende Trager sowie Trageranordnungen, Verfahren zur Herstel- 
lung einer derartigen Anordnung, Verfahren zur Bestimmung der Substratspezifitat einer enzy- 
matischen Aktivitat, Verwendung des Verfahrens zur Bestimmung des Musters der enzymati- 
schen Aktivitat einer Probe. 

Mit der zunehmenden Verfugbarkeit von Sequenzinformationen aus den verschiedenen Genom- 
projekten gewann die Anordnung von Nukleinsaurefragmenten mit hoher Dichte auf einem Tra- 
germaterial, sogenannten Chips oder Biochips, eine groBe Bedeutung, deren voiles Potential je- 
doch erst mit der Verfugbarkeit neuerer Synthesetechniken sowie der Miniaturisierung ausge- 
schopft werden konnte und zu einer Vielzahl von Anwendungen fiihrte. Neben Nukleinsauren 
wurden Naturstoffe bzw. Bibliotheken davon, aber auch Anordnungen von Oligopeptiden und 
Proteinen auf derartige Chips aufgebracht. Als Tragermaterialien fur diese Anordnungen wurden 
dabei Zellulose, Glas, Nitrozellulose, PTFE-Membranen und Spezialagar verwendet. 

Mit der zunehmenden Bedeutung von Proteomics und deren biotechnologische Anwendung ru- 
cken Peptide und Proteine in den Vordergrund des Interesses. Generell sind es Proteine und 
meistens deren enzymatische Aktivitaten, die nahezu alle biochemischen Reaktionen innerhalb 
und auBerhalb der Zelle erm6glichen. Die Verwendung von Anordnungen von Nukleinsauren, 
mit denen entweder die Messenger-RNA (mRNA), die durch in der Zelle gerade aktive Gene 
generiert wurden, oder aber DNA-Kopien dieser mRNA nachgewiesen werden, sind zwar von 
groBer Bedeutung, jedoch ist die damit erhaltliche Information aus einer Reihe von Griinden 
nicht ausreichend, urn die Vorgange sowohl intrazellularer wie auch extrazellularer Prozesse zu 
verstehen und hiervon im Rahmen verschiedener biotechnologischer Anwendungen Gebrauch zu 
machen. Ein Grund dafxir besteht darin, dass die Menge an mRNA in einer Zelle oft nicht mit der 
entsprechenden, in der Zelle produzierten Proteinmenge korreliert. AuBerdem kdnnen einmal 
hergestellte Proteine durch geringfiigige chemische Modifikationen in der Zelle (post- 
translationale Modifikationen) erheblich in ihrer enzymatischen Aktivitat (und damit in ihrer 
biologischen Funktion) beeinfluBt werden. Somit besteht die Notwendigkeit, eine parallele Ana- 
lyse der enzymatischen Aktivitat mdglichst vieler Proteine, insbesondere Enzyme, durchzufUh- 
ren. Ein derartiger Ansatz erlaubt u. a. die sehr schnelle Bestimmung der Substratspezifitat eines 
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defmierten Enzyms, welche wiederum eine wichtige Voraussetzung fiir das Design von Wissens- 
basierten Inhibitoren ist, oder die selektive Prtifiing von Pharmaka bzw. Pharmaka-Kandidaten, 
insbesondere im Rahmen der Voraussage von Nebenwirkungen. 

Im Stand der Technik wurden Anordnungen von Peptiden bzw. Proteinen auf verschiedenen O- 
berflachen wie Glas (J. Robles, M. Beltran, V. Marchan, Y. Perez, I. Travesset, E. Pedroso, A. 
Grandas; 1999, Towards nucleopeptides containing any trifunctional amino acid, Tetrahedron, 
55, 13251-13264), Zellulose (D.R. Englebretsen, D.R.K. Harding; 1994, High yield, directed 
immobilization of a peptide-Iigand onto a beaded cellulose support, Pept. Res., 7, 322-326,), 
Nitrozellulose (SJ. Hawthorne, M. Pagano, P. Harriott, D.W. Halton, B. Walker; 1998, The syn- 
thesis and utilization of 2,4-dinitrophenyl-labeled irreversible peptidyl diazomethyl ketone inhi- 
bitors, Anal Biochem., 261, 131-138), PTFE-Membranen (T.G. Vargo, EJ. Bekos, Y.S. Kim, 
J.P. Ranieri, R. Bellamkonda, P. Aebischer, D.E. Margevich, P.M. Thompson, F.V. Bright, J.A. 
Gardella; 1995, Synthesis and characterization of fluoropolymeric substrata with immobilized 
minimal peptide sequences for cell adhesion studies .1. 9 J. Biomed. Mat. Res., 29, 767-778), Ti- 
tanoxid (SJ. Xiao, M. Textor, ND. Spencer, M. Wi eland, B. Keller, H. Sigrist; 1997, Immobiliza- 
tion of the cell-adhesive peptide ARG-GLY-ASP-CYS (RGDC) on titanium surfaces by covalent 
chemical attachment, J. Materials Science-Materials in Medicine, 8, 867-872), Siliziumoxid (T. 
Koyano, M. Saito, Y. Miyamoto, K. Kaifu, M. Kato; 1996, Development of a technique for mi- 
croimmobilization of proteins on silicon wafers by a streptavidin-biotin reaction, Biotech. Pro- 
gress., 12, 141-144) oder Gold (B.T. Houseman, M. Meksich; 1998, Efficient solid-phase syn- 
thesis of peptide-substituted alkanethiols for the preparation of substrates that support the adhe- 
sion of cells, J. Org. Chem., 63, 7552-7555) immobilisiert oder direkt auf einer entsprechenden 
Glasoberflachen (S.P.A. Fodor, J.L.Read, M.C.Pirrung, L.Stryer, A.T.Lu, D.Solas; 1991, Light- 
directed, spatially addressable parallel chemical synthesis, Science, 251, LP. Pellois, W. Wang, 
X.L. Gao; 2000, Peptide synthesis based on r-Boc chemistry and solution photogenerated acids, 
J. Comb. Chem., 2, 355-360) oder auf Zellulose (R.Frank, 1992, Spot synthesis: an easy tech- 
nique for the positionally addressable, parallel chemical synthesis on a membrane support, Tet- 
rahedron, 48, 9217-9232; A.Kramer und J. Schneider-Mergener, Methods in Molecular Biology, 
vol 87: Combinatorial Peptide Library Protocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; Humana Press 
Inc., Totowa, NJ; T6pert, F., Oires, C, Landgraf, C, Oschkinat, H. and Schneider-Mergener, J., 
2001, Synthesis of an array comprising 837 variants of the hYAP WW protein domain, Angew. 
Chem. Int. Ed., 40, 897-900) oder auf Polypropylen (M. Stankova, S. Wade, K.S. Lam, M. Lebl; 
1994, Synthesis of combinatorial libraries with only one representation of each structure, Pept. 
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Res., 7, 292-298, F. Rasoul, F. Ercole, Y. Pham, C.T. Bui, Z.M. Wu, S.N. James, R.W. Trainor, 
G. Wickham, N.J. Maeji; 2000, Grafted supports in solid-phase synthesis, Biopolymers, 55, 207- 
216, H. Wenschuh, R. Volkmer-Engert, M. Schmidt, M. Schulz, J. Schneider-Mergener, U. Rei- 
neke; 2000, Coherent membrane supports for parallel microsynthesis and screening of bioactive 
peptides, Biopolymers, 55, 188-206) oder auf Chitin (W. Neugebauer, R.E. Williams, J.R. Bar- 
bier, R. Brzezinski, G. Willick; 1996, Peptide synthesis on chitin, Int. J. Pept. Prot. Res., 47, 
269-275) oder auf Sepharose (W. Tegge, R. Frank, 1997, Peptide synthesis on Sepharose beads, 
J. Peptides Res., 49, 355-362, R. Gast, J. Glokler, M. Hoxter, M. Kiess, R. Frank, W. Tegge; 
1999, Method for determining protein kinase substrate specificities by the phosphorylation of 
peptide libraries on beads, phosphate-specific staining, automated sorting, and sequencing, Anal. 
Biochem., 276, 227-241) die schrittweise Synthese der Peptide durchgefuhrt. 

Der vorliegenden Erfmdung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel fur das Testen von 
Substratspezifitaten von enzymatischen Aktivitaten bereitzustellen, welches zum einen geeignet 
ist, in einem System mit hohem Durchsatz verwendet zu werden, und zum anderen mit extrem 
geringen Mengen der enzymatischen Aktivitat bzw. Probenvolumina durchgefuhrt werden kann. 
Dabei ist es insbesondere eine Aufgabe, dass das Mittel ein gegenuber den Mitteln nach dem 
Stand der Technik, insbesondere den darin beschriebenen Peptid- und Protein-Anordnungen, 
dort auch als „Arrays" bezeichnet, verbessertes Signal-Rausch-Verhaltnis aufweist. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfmdung besteht darin, ein Verfahren zur Herstellung 
derartiger Mittel bereitzustellen sowie Verfahren zur Bestimmung der Substratspezifitat einer 
enzymatischen Aktivitat und Verfahren zur Bestimmung der Selektivitat eines Wirkstoffes. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch Verfahren zur Bestimmung der Substratspe- 
zifitat einer enzymatischen Aktivitat umfassend die folgenden Schritte: 

Bereitstellen einer Anordnung umfassend eine Vielzahl von Aminosauresequen- 
zen auf einer planaren Oberflache eines Tragermaterials, wobei die Aminosauresequenzen ge- 
richtet immobilisiert sind, 

Kontaktieren und/oder Inkubieren einer enzymatischen Aktivitat mit der Anord- 
nung, und 
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Nachweis einer Reaktion zwischen einer der auf der Anordnung immobilisierten 
Aminosauresequenzen und der enzymatischen Aktivitat, 

wobei vorgesehen ist, dass bei der Urasetzung der enzymatischen Aktivitat mit der Anordnung 
eine Anderung des Molekulargewichts mindestens einer der Aminosauresequenzen erfolgt. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Nachweis der Reaktion an der oder unter 
Verwendung der auf der Oberflache des Tragermaterials immobilisierten Aminosauresequenz 
erfolgt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Anderung des Molekulargewichts 
durch Ausbildung oder Spaltung einer kovalenten Bindung an einer der Aminosauresequenzen 
erfolgt, bevorzugterweise an derjenigen Aminosauresequenz, die mit der enzymatischen Aktivi- 
tat reagiert. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Nachweis der Reaktion durch 
Detektion der Anderung des Molekulargewichts erfolgt. 

SchlieBlich ist in einer Ausfiihrungsform vorgesehen, dass der Nachweis durch ein Nachweisver- 
fahren erfolgt, das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Autoradiographic, Plasmonreso- 
nanzspektroskopie und Fluoreszenzspektroskopie umfasst. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass mindestens eine der Aminosauresequenzen ein 
Substrat fur eine enzymatische Aktivitat ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Anordnung von Aminosauresequen- 
zen fur mindestens zwei verschiedene enzymatische Aktivitaten jeweils mindestens ein Substrat 
aufweist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die enzymatische Aktivitat ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe, die Kinasen, Sulfotransferasen, Glycosyltransferasen, Acetyltransfera- 
sen, Farnesyltransferasen, Palmityltransferasen, Phosphatases Sulfatasen, Esterasen, Lipasen, 
Acetylasen und Proteasen umfasst. 
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In einer weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass der Nachweis einer Reaktion zwischen 
den auf der Anordnung immobilisierten Aminosauresequenzen und der enzymatischen Aktivitat 
mehrfach, bevorzugterweise in zeitlichen Abstanden, wiederholt wird. 

In einer noch weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die enzymatische Aktivitat in einer 
Probe bestimmt wird und die Probe bevorzugterweise ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Urin, 
Liquor, Sputum, Stub! Lymphflussigkeit, Zellysate, Gewebelysate, Organlysate, Extrakte, Roh- 
extrakte, gereinigte Praparate und ungereinigte Praparate umfasst. 

In einer AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die Oberflache eine nicht-porose Oberflache ist. 

In einer weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass das Tragermaterial Glas ist. 

In einer noch weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die Aminosauresequenz tiber eine 
Schwefel umfassende Gruppe an der Oberflache immobilisiert ist. 

In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelfist durch eine Anordnung von einer Vielzahl von 
Aminosauresequenzen auf einer Oberflache, bevorzugterweise auf der Oberflache eines Festpha- 
sentragers, wobei die Aminosauresequenzen gerichtet auf der planaren Oberflache eines Trager- 
materials immobilisiert sind, wobei mindestens eine der Aminosauresequenzen ein Substrat fur 
eine enzymatische Aktivitat darstellt, wobei am Substrat durch die enzymatische Aktivitat eine 
Anderung des Molekulargewichts erfolgt. 

In einer AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die Anderung des Molekulargewichts durch Aus- 
bildung oder Spaltung einer kovalenten Bindung am Substrat erfolgt ist. 

In einer weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die Anordnung von Aminosauresequen- 
zen fUr mindestens zwei verschiedene enzymatische Aktivitaten jeweils mindestens ein Substrat 
aufweist. 

In einer noch weiteren AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die planare Oberflache eine nicht- 
porose Oberflache ist. 
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In einer Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass das TrSgermaterial ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe, die Silikate, Keramik, Glas, Metalle und organische Tragermaterialien umfasst. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die Aminosauresequenzen ausgewahlt 
sind aus der Gruppe, die Peptide, Oligopeptide, Polypeptide und Proteine sowie deren jeweilige 
Derivate umfasst. 

In einer noch weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass eine jede Aminosauresequenz oder 
Gruppe von Aminosauresequenzen relativ zu einer anderen Aminosauresequenz oder Gruppen 
von Aminosauresequenzen definiert angeordnet ist. 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch einen Trager umfas- 
send eine erfindungsgemSBe Anordnung. 

In einer Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass der Trager ein Basistragermaterial umfasst. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die Anordnung einer Vielzahl von Ami- 
nosauresequenzen auf einer oder mehreren der Oberflachen des Tragers angeordnet ist. 

In einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine Trageranordnung umfassend min- 
destens zwei der erfindungsgemaBen Trager, wobei jeweils zwei Trager durch einen Spalt ge- 
trennt sind. 

In einer Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass zumindest eine Anordnung auf einem ersten Tra- 
ger mindestens einer Anordnung auf einem zweiten Trager zugewandt ist. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass der Spalt eine Breite etwa von 0,01 mm 
bis 10 mm, bevorzugterweise etwa von 0,1 mm bis 2 mm und bevorzugtererweise etwa von 0,5 
mm bis 1 mm aufweist. 

In einem noch weiteren Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch die Verwen- 
dung der erfindungsgemafien Anordnung und/oder eines erfindungsgemaBen Tragers und/oder 
einer erfindungsgemaBen Trageranordnung in einem der erfindungsgemaBen Verfahren. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die iiberraschende Erkenntnis zugrunde (vgl. Fig. 12 A), dass 
mit einer Anordnung von einer Vielzahl von Aminosauresequenzen (Fig. 12 A, B1-B3) auf einer 
Oberflache, wobei insbesondere vorgesehen ist, dass die Aminosauresequenzen gerichtet auf der 
Oberflache immobilisiert sind und die Oberflache eine planare Oberflache ist, bei Kontaktieren 
der Anordnung mit einer Probe, die einen potentiellen Wechselwirkungspartner (Fig. 12 A, C) fur 
eine oder mehrere der in der Anordnung umfassten Aminosauresequenzen enthalt, sehr geringe 
Mengen des potentiellen Wechselwirkurigspartners, ausgedriickt als internationale Einheiten / 
Fliissigkeitsvolumen, ausreichen, urn ein Bindungsereignis zwischen einer oder mehreren der 
Aminosauresequenzen und dem potentiellen Wechselwirkungspartner nachweisen zu konnen. 
Bei dem potentiellen Wechselwirkungspartner handelt es sich bevorzugterweise um eine enzy- 
matische Aktivitat und bei dem Bindungsereignis um die Ausbildung des fur eine katalytische 
Reaktion erforderlichen Komplexes aus enzymatisch aktivem Protein und - potentiellem - Sub- 
strat. Mit anderen Worten, die erfindungsgemaBe Anordnung erlaubt eine Verbesserung des Sig- 
nal-Rausch-Verhaltnisses um mehrere GroSenordnungen gegenuber den Anordnungen nach dem 
Stand der Technik, die auf der speziellen Kombination der Merkmale der gerichteten Immobili- 
sierung dem Vorhandensein einer planaren Oberflache beruht. 

Bei der Verwendung von porosen Oberflachen, wie dies beispielsweise bei der Verwendung von 
Zellulose oder porosem Glas der Fall ist, kann zwar eine sehr grofie Menge an Material, im vor- 
liegenden Falle von Aminosauresequenzen pro Flacheneinheit immobilisiert werden, was zu 
guten Signal-Intensitaten und groBen Bereichen mit einem proportionalen Messignal fuhrt, je- 
doch wird gleichzeitig mit der Verftigbarkeit der groJ3en Oberflache eine unspezifische Wech- 
selwirkung der Aminosauresequenzen mit dem Tragermaterial bedingt, was zu hoheren Hinter- 
grundsignalen fiihrt. Weiterhin erfordern derartige porose Oberflachen wesentlich mehr Material 
fur die Ausgestaltung der Anordnung bzw. fur die Beschichtung eines die Anordnung tragenden 
Tragermaterials, d.h. groBere Mengen an einer jeden der verschiedenen Aminosauresequenzen. 
Ebenfalls bedingt durch die porose Oberflache wird mehr Probenmaterial flir den eigentlichen 
AnalyseprozeB benotigt. Bei dem Probenmaterial handelt es sich um solches Material, das einen 
moglichen Wechselwirkungspartner fur eine oder mehrere der Aminosauresequenzen enthalt. 
Dieses Mehr an Probenmaterial ist jedoch nicht in einem jeden Fall dadurch zu kompensieren, 
dass eine groBeres Probenvolumen aufgegeben wird, sondern vielmehr kann es erforderlich sein, 
dass die spezifische Menge des potentiellen Wechselwirkungpartners in der Probe, die mit der 
Anordnung kontaktiert wird oder kontaktiert werden soil, erhoht werden muB. Dies wiirde ein 
Aufreinigen des zu analysierenden Probenmaterials erfordern, wobei jedoch bei derartigen Auf- 
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reinigungen oftrnals nicht unerhebliche Verluste auftreten, so dass die Verwendung von porosen 
Oberflachen bei Anordnungen von Molekulen auf Oberflachen nicht geeignet ist, Wechselwir- 
kungspartner nachzuweisen, deren Konzentration in einer Probe vergleichsweise gering ist. Han- 
delt es sich bei dem potentiellen Wechselwirkungspartner urn eine enzymatische Aktivitat (was 
hierin Enzyme und jegliche katalytisch aktiven Molekiile, bspw. auch katalytisch aktive Nuk- 
leinsauren, allgemein einschlieBt), so kann sich unter dem EinfluB der bei Verwendung von An- 
ordnungen nach dem Stand der Technik erforderlichen Aufreinigung oder Konzentrierung des 
Probenmaterials oder des Wechselwirkungspartners, d.h. der spezifischen enzymatischen Aktivi- 
tat, die Situation ergeben, dass bestimmte enzymatische Aktivitaten nicht ermittelt werden kon- 
nen. Dies stellt insoweit eine erhebliche Beschrankung der Verwendung von AminosSuresequen- 
zen umfassenden Anordnungen dar, als dass oftrnals jene enzymatischen Aktivitaten von zentra- 
ler biologischer Bedeutung sind, die mengenmaBig in einer Probe nicht notwendigerweise vor- 
herrschend sind. Mit der erfindungsgemafien Anordnung lassen sich somit beispielsweise Zell- 
aufschliisse ohne weitere Bearbeitung im Sinne einer Aufarbeitung analysieren und darin enthal- 
tene enzymatischen Wechselwirkungspartner mit einer geringen spezifischen Aktivitat nachwei- 
sen. 

Ein weiterer Nachteil der Verwendung von porosen Oberflachen besteht darin, dass dort zwangs- 
laufig Kapillarkrafte wirken, die einer Miniaturisierung, wie sie insbesondere fiir high through- 
put-Systeme erforderlich ist, entgegenstehen. Mit anderen Worten, bei Verwendung von porosen 
Tragersystemen ist nur eine bestimmte Dichte von Aminosauresequenzen in einer Anordnung 
realisierbar. Derzeit scheint diese Grenze infolge der der Porositat zugrundeliegenden physiko- 
^chemischen-Eigenschaftenim^EalLvon-Zellulose-bei-100/cm 2 -zu-liegen 

Andererseits ist jedoch die Verwendung von planaren Oberflachen alleine wiederum nicht ge- 
eignet, eine Anordnung bereitzustellen, die in den Bereich der mit der erfindungsgemafien An- 
ordnung erzielbaren Signalintensitaten imd insbesondere den Signal-Rausch-Verhaltnissen vor- 
zustoBen, da hier die Beladungskapazitat oftrnals der limitierende Faktor ist. Versuche, diese 
Limitierungen zu umgehen, indem auf die planare, nicht porose Oberflache, Polyacrylamidgele 
mit definierter Porenweite aufgebracht wurden, fuhrten nicht zu dem erwiinschten Erfolg, da hier 
die genannten Nachteile der porosen Membranen nachtraglich wieder eingeftihrt wurden. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird ein Weg bei der Konstruktion von Anordnungen von einer 
Vielzahl von Aminosauresequenzen auf einer Oberflache beschritten, der nicht nur auf den Ober- 
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flachenaspekt, sondern auch auf die spezifische Art der Immobilisierung der auf der Anordnung 
enthaltenden Aminosauresequenzen abstellt und damit deren iiberraschende Leistungsfahigkeit 
begrundet. Dabei erfordert die planare Oberflache lediglich eine vergleichsweise geringe Menge 
der verschiedenen Aminosauresequenzen, die dariiber hinaus infolge ihrer gerichteten Immobili- 
sierung auf der Oberflache optimale Wechselwirkungspartner, insbesondere Substrate fur enzy- 
matische Aktivitaten, darstellen, so dass trotz der infolge der glatten, d.h. bevorzugterweise 
nicht-porosen Oberflache vergleichsweise geringen Beladungskapazitat dennoch signifikante 
Signale erzielt werden und, ebenfalls bedingt durch die planare Oberflache, es zu keiner unspezi- 
fischen Absorption und damit zu einer Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhaitnisses 
kommt. Wie anhand der in den Beispielen angegebenen Modellrechnung dargestellt wird, 
kommt es durch die Kombination dieser beiden Merkmale der erfindungsgemaGen Anordnung 
zu einer Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses urn den Faktor 3000, wie dies auch aus 
den Fig. 3 und 4 ersichtlich ist. 

Bei der erfindungsgemaBen Anordnung einer Vielzahl von Aminosauresequenzen auf einer O- 
berflache fungiert die Oberflache gewissermaBen als Substrat, auf dem die Vielzahl von Amino- 
sauresequenzen immobilisiert ist. Die Immobilisierung kann dabei so erfolgen, dass sie kovalent 
erfolgt. Neben der kovalenten Immobilisierung sind jedoch andere Formen der Immobilisierung, 
insbesondere der adsorptiven Immobilisierung oder der Immobilisierung iiber spezifische Wech- 
selwirkungssysteme mSglich. Bei der Immobilisierung besonders bevorzugt ist die kovalente 
Immobilisierung, wobei hier eine chemoselektive Bindung der Aminosauresequenz an die Ober- 
flache des Tragermaterials erfolgt. Hierzu konnen eine Reihe von Reaktionen verwendet werden, 
die dem Fachmann auf diesem Gebiet als solche bekannt sind (Lemieux, G.A. & Bertozzi, C.R., 
1998, Chemoselective ligation reactions with proteins, oligosaccharides and cells, TIBTECH, 16, 
506-513, vgl. hierzu Fig. 11). Grundsatzlich soli mit Blick auf die erforderliche gerichtete Im- 
mobilisierung sichergestellt werden, dass unter den jeweiligen Reaktionsbedingungen im 
wesentlichen nur eine spezielle Verbindung zwischen der Aminosauresequenz und der 
Oberflache hergestellt wird (Fig 12, Linker A). Die Auswahl der reaktiven Gruppe auf seiten der 
Aminosauresequenzen wird somit im wesentlichen von der Einzelsequenz abhangen. Alternativ 
ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass eine alien Aminosauresequenzen einheitliche 
terminale Struktur vorgesehen wird und diese terminale Struktur fUr die spezifische Reaktion mit 
der Oberflache, insbesondere einer aktivierten Oberflache, zur Verftigung gestellt wird (Fig 12, 
Linker A). Typischerweise werden bei den chemoselektiven Reaktionen in der 
Aminosauresequenz enthaltene Amino- bzw. Carboxylgruppen nicht beeintrachtigt. Beispiele fur 
geeignete Reaktionen sind die Bildung von Thioethern aus Halo-Carbonsauren und Thiolen, von 
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nen sind die Bildung von Thioethern aus Halo-Carbonsauren und Thiolen, von Thioethern aus 
Thiolen und Maleinimiden, von Amidbindungen aus Thioestern und 1,2-Aminothiolen, von Thi- 
oamidbindungen aus Dithioestern und 1,2-Aminothiolen, von Thiazolidinen aus Aldehyden und 
1,2-Aminothiolen, von Oxazolidinen aus Aldehyden/Ketonen und 1 ,2-Aminoalkoholen, von 
Imidazolen aus Aldehyden/Ketonen und 1,2-Diaminen, (vgl. hierzu auch Fig. 1 1) von Thiazolen 
aus Thioamiden und alpha-Halo-Ketonen, von Aminothiazolen aus Amino-oxy-Verbindungen 
und alpha-Isothiocyanato-Ketonen, von Oximen aus Amino-oxy-Verbindungen und Aldehyden, 
von Oximen aus Amino-oxy-Verbindungen und Ketonen, von Hydrazonen aus Hydrazinen und 
Aldehyden, von Hydrazonen aus Hydraziden und Ketonen. Dabei kdnnen die in Fig. 1 1 aufge- 
zeigten Reste R1-R5 bzw. die Reste in den oben aufgeflihrten chemoselektiven Reaktionen Al- 
kyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Cycloalkyl- oder Aryl-Reste, bzw. Heterocyclen sein, wobei Alkyl flir 
verzweigte und unverzweigte C 1-20- Alkyl, C3-20-Cycloalkyl, bevorzugt flir verzweigte vmd unver- 
zweigte Ci-12-Alkyl, C3-i2-Cycloalkyl und besonders bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte 
Ci-6-Alkyl, C3-6-Cycloalkyl-Reste steht. Alkenyl steht flir verzweigte und unverzweigte C2-20- 
Alkenyl, verzweigte und unverzweigte Ci_20-Alkyl-O-C2-20-alkenyl, Ci_2o(-0/S-C2.2o)2-2oalkenyl, 
Aryl-C 2 -2o-alkenyl 5 verzweigte und unverzweigte Heterocyclyl- C2-20-alkenyl, C3.20- 
Cycloalkenyl, bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte C2-1 2- Alkenyl, verzweigte und unver- 
zweigte Ci-i2 (-0/S-C2-i2)2-i2alkenyl, besonders bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte C2-6- 
Alkenyl, verzweigte und unverzweigte C1-6 (-0/S-C2-s)2-8alkenyl-Reste; Alkinyl steht flir ver- 
zweigte und unverzweigte C 2 -2o-Alkinyl, verzweigte und unverzweigte C1-20 (-0/S-C2-2o)2- 
2oalkinyl, bevorzugt flir verzweigte und unverzweigte C2-1 2- Alkinyl, verzweigte und unverzweig- 
te C1-12 (-0/S-C2-i2)2-i2alkinyl, besonders bevorzugt flir verzweigte und unverzweigte C2-6- 
Alkinyl, verzweigte und unverzweigte Cue (-0/S-C 2 -8)2-8alkinyl-Reste; Cycloalkyl steht flir uber- 
briickte und nicht-uberbnickte C 3 ^ 0 -Cycloalkyl, bevorzugt fur uberbriickte und nicht- 
iiberbriickte C3-26~Cycloalkyl, besonders bevorzugt flir uberbriickte und nicht-iiberbriickte C3-15- 
Cycloalkyl-Reste, Aryl steht flir substituierte und unsubstituierte mono-oder multi-verknupfte 
Phenyl-, Pentalenyl-, Azulenyl-, Anthracenyl-, Indacenyl-, Acenaphtyl, Fluorenyl, Phenalenyl, 
Phenanthrenyl, bevorzugtflir substituierte und unsubstituierte mono-oder multi-verkniipfte Phe- 
nyl-, Pentalenyl-, Azulenyl-, Anthracenyl-, Indenyl-, Indacenyl-, Acenaphtyl-, Fluorenyl, beson- 
ders bevorzugt fur substituierte vmd unsubstituierte mono-oder multi-verknupfte Phenyl-, Penta- 
lenyl-, Anthracenyl-Reste, sowie deren teilhydrierte Derivate. Heterocyclen kdnnen sein unge- 
sattigte und gesattigte 3-15-gliedrige mono-bi und tricyclische Ringe mit 1-7 Heteroatomen, be- 
vorzugt 3-10-gliedrige mono-bi und tricyclische Ringe mit 1-5 Heteroatomen und besonders 
bevorzugt: 5-, 6- und 10-gliedrige mono-, bi und tricyclische Ringe mit 1-3 Heteroatomen. 
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ZusStzlich kann am Alkyl, Alkenyl, Alkinyl, Cycloalkyl, A. , ryl, Heteroatome, Heterocyclen, 
Biomolekuloder Naturstoff 0 bis 30 (bervorzugt 0 bis 10, besonders bevorzugt 0 bis 5) der fol- 
gende Substituent einzeln oder in Kombination untereinander auflxeten; Fluor, Chlor, Brom, Iod, 
Hydroxyl, Amid, Ester, Saure, Amin, Acetal, Ketal, Thiol, Ether, Phosphat, Sulfat, Sulfoxyd, 
Peroxyd, SulfonsSure, Thioether, Nitril, Harnstoffe, Carbamat, wobei folgende bevorzugt sind: 
Fluor, Chlor, Brom, Hydroxyl, Amid, Ester, Saure, Amin, Ether, Phosphat, Sulfat, Sulfoxyd, 
Thioether, Nitril, Harnstoffe, Carbamat,und besonders bevorzugt: Chlor, Hydroxyl, Amid, Ester, 
Saure, Ether, Nitril 

Unter gerichteter Immobilisierung soli hierin insbesondere verstanden werden, dass jede Amino- 
sauresequenz xiber eine definierte reaktive Gruppe oder Ansammlung reaktiver Gruppen an die 
Oberflache gebunden wird. Infolge dieser Bindungsspezifitat wird erreicht, dass sich im Rahmen 
der ublichen Entropien die einzelnen Aminosauresequenzen in einem energetisch bevorzugten 
Zustand befinden werden, so dass die solchermaBen immobilisierten Aminosauresequenzen in 
weitgehend ahnlichen Sekundar- und Tertiarstrukturen vorliegen. 

Unter dem Begriff „Anordnung von einer Vielzahl von Aminosauresequenzen" wird hierin ins- 
besondere verstanden, dass eine jede Aminosauresequenz an einem bestimmten Ort auf einer 
Oberflache immobilisiert ist. Bevorzugterweise kann dabei jeder dieser Orte identifiziert werden. 
Bei den Orten handelt es sich somit um distinkte Orte, an denen jeweils im wesentlichen eine 
Spezies von Aminosauresequenz immobilisiert ist. Mit anderen Worten, es existiert eine Karte, 
aus der die Lage einer jeden der immobilisierten Aminosauresequenzen auf der OberflSche abge- 
leitet werden kann. Die einzelne Aminosauresequenz kann dabei eine Vielzahl von Molekulen 
darstellen, die jedoch hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz, d.h. der Art und Abfolge der sie 
aufbauenden Aminosauren im wesentlichen identisch sind. Die Identitat der Aminosauresequen- 
zen wird im wesentlichen durch das Herstellungsverfahren der Aminosauresequenzen bestimmt 
Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Aminosauresequenzen in situ auf der 
Oberflache der Anordnung synthetisiert werden, wobei hier alle moglichen Formen denkbar 
sind, d. h. sequentielles Anfugen der die Aminosauresequenz aufbauenden einzelnen Aminosau- 
ren, ebenso wie die Verwendung von Block-Synthesetechniken, bei denen Gruppierungen von 
Aminosauren zusammengefiigt werden und dann die einzelnen Blocke sequentiell aneinanderge- 
reiht werden und die Blocke oder Aneinanderreihungen davon sodann immobilisiert werden 
bzw. an bereits immobilisierte Aminosauresequenzen angefugt werden. 
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Es ist fur den Fachmann verstandlich, dass infolge der nicht immer vollstandigen Ausbeuten der 
einzelnen Syntheseschritte bzw. Kopplungsschritte gewisse Heterogenitaten in den verschiede- 
nen Aminosauresequenzen im vorstehend beschriebenen Sinne entstehen konnen. Insbesondere 
bei Synthesen, die viele Reaktionsschritte erfordern, wie dies bei der Synthese von Amiosaure- 
sequenzen der Fall ist (pro Aminosaurebaustein eine Kupplungsreaktion und eine Schutzgrup- 
pen-Abspaltung und am Ende der Synthese im allgemeinen eine Reaktion fur die simultane Ab- 
spaltung aller Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen) kann das ein Problem darstellen. So ist 
zum Beispiel bei der Synthese einer Aminosauresequenz, die aus 20 Aminosaurebausteinen oder 
40 Aminosaurebausteinen besteht, und einer angenommenen durchschnittlichen Ausbeute von 
95% fur die notigen 41 bzw. 81 Reaktionsschritte die zu erwartente theoretische Ausbeute nur 
noch 0.95 41 = 0.122 (12.2 %) bzw. 0.95 81 .= 0.0157 (1.57 %). Selbst bei einer angenommen 
durchschnittlichen Ausbeute von 99 % ergeben sich fur die oben aufgefuhrten Beispiele nur 66.2 
% bzw. 44.3 %. Somit wird klar, daJ3 bei den zu untersuchenden enzymatischen Umsetzungen 
infolge dieser Limitierungen in groBer Vielzahl neben der gewtinschten Aminosauresequenz 
weitere Aminosauresequenzen vorhanden sind, die sich durch das Fehlen einer oder mehrerer 
Aminosaurebausteine auszeichnen. Genau diese, dem Fachmann als Fehl- bzw. Rumpfsequenzen 
bekannten Nebenprodukte, konnen unter Umstanden das Ergebnis der Inkubation mit einer, die 
auf der Oberflache angeordneten Aminosauresequenzen modifizierenden, enzymatischen Aktivi- 
tat stark verfalschen bzw. die Interpretation der Ergebnisse erschweren. Zum Beispiel konnen bei 
der Immobilisierung eines Substrates fur eine Kinase auf oder an einer Oberflache unter Nutzung 
der innerhalb dieses Substrates enthaltenen Aminogruppen mehrere (abhangig von der Anzahl 
der in der zu immobilisierenden Verbindimg vorhandenen Aminogruppen) Moglichkeiten der 
Reaktion bestehen und damit der endgultigen Orientierung der Verbindung auf der Oberflache. 
Werden dabei bei der nachgeschalteten Inkubation dieser immobilisierten Verbindung (kinase- 
substrat) mit einer, mindestens eine Kinaseaktivitat enthaltenden, biologischen Flussigkeit eben 
eine oder mehrere dieser Aminogruppen fur die effektive Ausbildung eines Em- 
zym/Substrat/Komplexes benotigt, kann eine solche unspezifische Immobilisierung dazu fiihren, 
dass nur eine geringe Population der immobilisierten Substrate in der richtigen Art und Weise 
verankert ist und damit das MeCsignal unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Damit ist eine spezi- 
fische oder auch gerichtete Immobilisierung von groBem Vorteil. Hier erfolgt in einem Immobi- 
lisierungsereignis der Kontakt zwischen der zu immobilisierenden Verbindung und der Oberfla- 
che, auf bzw. an der die Verbindnung immobilisiert wird, jeweils in der gleichen Art und Weise 



WO 02/083933 PCT/EP02/04265 

13 

und alle Verbindungen sind in einer definierten und vorhersagbaren Orientierung auf oder an der 
Oberflache gebunden. 

Die Vielzahl von Aminosauresequenzen besteht aus mindestens zwei unterschiedlichen Amino- 
sauresequenzen. Es kann vorgesehen sein, dass die an einer distinkten Stelle immobilisierte A- 
minosauresequenz sich an anderer Stelle der Oberflache wiederfmdet. Dies kann beispielsweise 
zu Kontrollzwecken erfolgen. 

Bei der planaren Oberflache kann es sich urn eine solche handeln, die im wesentlichen zweidi- 
mensional ausgerichtet ist. Insbesondere ist gemaB der vorliegenden Erfindung nicht vorgesehen, 
dass die eine Vielzahl von Aminosauresequenzen tragende Oberflache eine spharische Oberfla- 
che darstellt oder einen wesentlichen Teil einer solchen. Bei der Ausgestaltung der planaren O- 
berflache ist dabei bevorzugt, dass die distinkten Orte, an denen jeweils eine einzelne Aminosau- 
resequenz immobilisiert ist, nicht oder zumindest nicht wesentlich durch eine dreidimensionale 
Struktur von einem anderen distinkten Ort auf der Oberflache getrennt ist. 

Als Materialien fur die Oberflache bzw. als Tragermaterialien, die die erfindungsgemaBen An- 
ordnungen tragen konnen, konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung alle biovertraglichen, 
funktionalisierten bzw. funktionalisierbaren Materialien verwendet werden. Diese Materialien 
konnen beispielsweise als feste Tragerplatten (monolithische Bl6cke), Membranen, Filme oder 
Laminate vorliegen. Geeignete Materialien sind dabei Polyolefine, wie z. B. Polyethylen, Po- 
lypropylen, halogenierte Polyolefine (PVDF, PVC, etc.) sowie Polytetrafluoroethylen. Auf seiten 
der anorganischen Materialien k6nnen beispielsweise Keramik, Silikate, Silizium und Glas ver- 
wendet werden. Obwohl nicht-metallische Tragerplatten bevorzugt sind, ist es jedoch auch im 
Umfang der vorliegenden Erfindung, metallische Tragermaterialien zu verwenden, trotz deren 
Tendenz zur Ausbildung potentiell unspezifischer Adsorptionseffekte. Beispiele fUr derartige 
Materialien sind Gold oder Metalloxide, wie beispielsweise Titanoxid. 

Unabhangig von dem tatsachlich ausgewahlten Material, wobei Glas besonders bevorzugt ist, ist 
es fur die vorliegende Erfindung essentiell, dass die Oberflache nicht-poroser Natur ist und Ka- 
pillarkrafte an der Oberflache nicht bzw. im wesentlichen nicht auftreten. 

Bei der Ausgestaltung der Anordnung bestehen bei der Gestaltung der Oberflache im eigentli- 
chen Sinne, d.h. der die Vielzahl von Aminosauresequenzen tragenden planaren Oberflache, eine 
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Reihe von Moglichkeiten. Es ist grundsStzlich moglich, dass die Oberflache, an der die gerichte- 
te Immobilisierung der Aminosauresequenzen erfolgt, gleichzeitig das Tragermaterial darstellt. 
Es ist jedoch auch moglich, dass die reaktive Oberflache verschieden ist von dem Tragermateri- 
al. Ein derartiges Szenario ist beispielsweise dann gegeben, wenn das die (planare) Oberflache 
ausbildende Material in Form eines Films vorliegt, der dann, nicht zuletzt zu Stabilisierungszwe- 
cken, auf einem weiteren Basistragermaterial aufgebracht ist. 

Zu Zwecken der gerichteten Immobilisierung, insbesondere wenn diese durch kovalente Bindung 
der Aminosauresequenzen auf einem Tragermaterial erfolgt, kann die Oberflache der Tragerplat- 
te funktionalisiert werden. Grundsatzlich sind mehrere aufeinanderfolgende Funktionalisierun- 
gen moglich, es kann jedoch in AbhSngigkeit vom ausgewahlten Tragermaterial auch eine Funk- 
tionalisierung unterbleiben. 

Eine erste Funktionalisierung, welche bereits geeignet ist, eine kovalente Bindung der Amino- 
sauresequenzen an die Oberflache zu bewerkstelligen, kann in der Bereitstellung von Amino- 
und/oder Carboxylgruppen als reaktive Gruppen erfolgen, Eine derartige Funktionalisierung 
wird, unabhangig von der chemischen Natur der aufgebrachten reaktiven Gruppen, hierin auch 
als erste Funktionalisierung bezeichnet. Die Erzeugung von Carboxylgruppen kann, beispiels- 
weise, ausgehend von Polyolefinen, als das die Oberflache bereitstellendes Material, durch Oxi- 
dation mit Chromsaure erfolgen. Alternativ kann dies beispielsweise durch Hochdruckreaktion 
mit Oxalylchlorid sowie Plasmaoxidation, radikalische oder Licht-induzierte Addition von Ac- 
rylsaure und dergleichen bewerkstelligt werden. Halogenierte Materialien wie halogenierte Po- 
lyolefine konnen durch Basen-katalysierte Eliminationsprozesse, die zu Doppelbindungen an der 
Oberflache fiihren, sowohl zur Erzeugung von Amino- als auch Carboxy-reaktiven Gruppen ftih- 
ren, wobei anschlieBend die reaktiven Doppelbindungen Carboxy- oder Amino-funktionalisiert 
werden. 

Keramik, Glaser Siliziumoxyd und Titanoxid konnen einfach mit den in einer Vielzahl kommer- 
ziell erhaltlicher substituierter Silane, vde z. B. Aminopropyltriethoxysilan, funktionalisiert wer- 
den. Tragerplatten mit Hydroxylgruppen auf der Oberflache sind durch eine Vielzahl von Reak- 
tionen zu modifizieren. Besonders vorteilhaft sind Umsetzungen mit Biselektrophilen, wie zum 
Beispiel die direkte Carboxymethylierung mit Bromessigsaure; Acylierung mit einem entspre- 
chenden Aminosaureabkommling, wie z. B. die Dimethylaminopyridin-katalysierte Carbodii- 
mid-Kupplung mit Fluorenylmethoxycarbonyl-3-aminopropansain-e oder die Generation von 
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Iso(thio-)cyanaten durch Mono-Umsetzung mit entsprechenden Bis-Iso(thio)cyanaten, Eine be- 
sonders vorteilhafte Methode ist die Reaktion mit Carbonyldiimidazol oder Phosgen oder 
Triphosgen oder p-Nitrophenyl-Chloroformiat bzw. Thiocarbonyldiimidazol, gefolgt durch die 
Reaktion mit Diamin oder einfach geschiitzten Diaminen, um Aminofunktionen liber eine stabile 
Urethanbindimg auf der Oberflache zu den Tragermaterialien anzubringen. 

GemaC der vorliegenden Erfindung kann vorgesehen sein, dass die auf der Oberflache immobili- 
sierten Aminosauresequenzen einen Abstandhalter aufweisen. Derartige Abstandhalter sind be- 
sonders dann bevorzugt, wenn die Aminosauresequenzen das Substrat fur enzymatische 
Aktivitaten sind, die eine bestimmte raumliche Struktur einnehmen sollen, um damit fur die 
enzymatische Aktivitat zuganglich zu sein. Infolge der Verwendung derartiger Abstandhalter, 
hierin auch als „spacer" bezeichnet, gewinnen die Aminosauresequenzen, die die eigentlichen 
Substrate fiir die besagte enzymatische Aktivitat oder Aktivitaten darstellen sollen, an 
zusatzlichen Freiheitsgraden und es werden Oberflachenphanomene wie Adsorption, Anderung 
der thermodynamischen Freiheitsgrade etc. auftreten. Ein Abstandhalter kann im wesentlichen 
jedes Molektil sein, insbesondere ein jedes biokompatible Molekul, das mindestens zwei 
funktionelle bzw. flinktionalisierbare Gruppen enthalt. Der Abstandhalter ist im verwendeten 
Zustand als Element zwischen der Oberflache und der Aminosauresequenz eingebaut. 

Als Abstandhalter eignen sich die folgenden Verbindungsklassen: 

- Alkane, verzweigt oder unverzweigt, insbesondere solche mit einer Kettenlange von C2 bis 
C30, insbesondere C4 bis C8; 

- Polyether, d. h. Polymere des Polyethylenoxids oder des Polypropylenoxids, wobei die Poly- 
ether bevorzugt aus 1 bis 5 Polyethylenoxideinheiten bzw. Polypropylenoxideinheiten bestehen. 

- Polyalkohole, verzweigt oder unverzweigt, wie Polyglycol und Derivate davon, wie beispiels- 
weise 0,0'-Bis(2-Aminopropyl)-polyethylenglycol 500 und 2,2'-(Ethylendioxid)-Diethylamin 



- Polyurethane, Polyhydroxysauren, Polycarbonate, Polyimide, Polyamide 5 Polyester, Polysulfo- 
ne, insbesondere solche bestehen aus 1-100 Monomereinheiten, ganz besonders bevorzugt beste- 
hend aus 1-10 Monomereinheiten. 
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- Kombinationen der vorstehend genannten Alkane mit den vorstehend genannten Polyethern; 
Polyurethanen, Polyhydroxysaure, Polycarbonaten, Polyimiden, Polyamiden, Polyaminosauren, 
Polyestern und Polysulfonen 

- Diaminoalkane, verzweigt oder unverzweigt, bevorzugterweise solche mit einer Kettenlange 
von C2 bis C30, ganz besonders bevorzugt solche mit einer Kettenlange von C2 bis C8; bei- 
spielhaft seien hier genannt 1,3-Diaminopropan, 1,6-Diaminohexan und 1,8-Diaminooctan, so- 
wie deren Kombinationen mit Polyethern, bevorzugterweise mit den vorstehend genannten Poly- 
ethern; wie zum Beispiel l,4-bis-(3-Aminopropoxy)butan. 

- Dicarbonsauren und deren Derivate, wie zum Beispiel Hydroxy-, Mercapto- und Amino- 
dicarbonsauren, gesattigt oder ungesattigt, verzweigt oder unverzweigt, insbesondere C2 bis C30 
Dicarbonsauren, bevorzugterweise solche mit einer Kettenlange von C2 bis CIO, ganz besonders 
bevorzugt solche mit einer Kettenlange von C2 bis C6; wie beispielsweise Bernsteinsaure und 
Glutarsaure; und 

- Aminosauren und Peptide, bevorzugterweise mit einer Lange von 1-20 Aminosaureresten, ganz 
besonders bevorzugt mit einer Lane von 1-3 Aminosaureresten, beispielsweise Trimere von Ly- 
sin, Dimere von 3-Aminopropionsaure und monomere 6-Aminocapronsaure. 

Grundsatzlich ist es, infolge der Tatsache, dass der Abstandhalter zwei funktionale Enden auf- 
weist, moglich, diese Funktionalitaten so auszuwahlen, dass die auf der Oberflache zu immobili- 
sierenden Aminosauresequenzen entweder uber ihren C-Terminus oder ihren N-Terminus oder 
iiber eine andere funktionelle Gruppierung innerhalb der zu immobilisierenden Aminosaurese- 
quenz immobilisiert werden. Soil eine Immobilisierung uber den C-Terminus erfolgen, wird die 
am C-Terminus angreifende funktionale Gruppe des Abstandhalters bevorzugterweise eine Ami- 
nogruppe sein. Sollen die Aminosauresequenzen vermittels des N-Terminus an die Oberflache 
immobilisiert werden, ist die entsprechende funktionelle Gruppe des Abstandhalters eine Carbo- 
xylgruppe. 

Bei der erfindungsgemaBen Anordnung kann vorgesehen sein, das der Abstandhalter ein ver- 
zweigter Abstandshalter ist. Derartige verzweigte Abstandshalter werden auch als dendrimere 
Strukturen oder kurz Dendrimere bezeichnet, \ind sind dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt. 
Dendrimere Strukturen zur Immobilisierung von Nukleinsauren sind beispielsweise beschrieben 
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in Beier, M. & Hoheisel, J.D., 1999, Versatile derivatisation of solid support media for covalent 
bonding on DNA-microchips, 9, 1970-1977. Die Funktion derartiger dendrimerer Strukturen 
besteht darin, die Anzahl der reaktiven Gruppen pro Flacheneinheit der Oberflache und damit die 
Signalintensitat zu erhQhen. Dendrimere Strukturen konnen mit fast alien funktionellen oder 
funktionalisierbaren Gruppen versehen werden, die sodann eine Immobilisierung der Aminosau- 
resequenzen erlauben. Infolge der Verwendung derartiger dendrimerer Strukturen kann die An- 
zahl der reaktiven Gruppen pro Flacheneinheit der planaren Oberflache um den Faktor 2 bis 100, 
bevorzugterweise um den Faktor 2 bis 20 und bevorzugtererweise um den Faktor 2 bis 10 gestei- 
gert werden. 

Der Aufbau einer dendrimerem Struktur kann beispielsweise im Falle des Versehens der Ober- 
flache mit einer Aminofunktionalitat durch eine Reaktionsfolge bewirkt werden, die aus einer 
Acylierung mit Acrylsaure bzw. Acrylsaureabkommlingen wie beispielsweise Acrylsaurechlorid, 
Oder alpha-Brom-Carbonsauren bzw. alpha-Brom-Carbonsaureabk6mmlingen wie beispielswei- 
se Bromacetylbromid, Michael- Addition geeigneter Polyamine wie beispielsweise Tetraethylen- 
pentamin, anschlieBende emeute Acylierung mit Acrylsaure bzw. Acrylsaureabk6mmlingen wie 
beispielsweise Acrylsaurechlorid oder alpha-Brom-Carbonsauren bzw. alpha-Brom- 
CarbonsaureabkSmmlingen wie beispielsweise Bromacetylbromid und emeute Michael- Addition 
von Polyaminen hergestellt werden. Die Polyamine werden bevorzugterweise so ausgewahlt, 
dass sie selbst hydrophil sind, um die Hydrophilie der Oberflache zu erhohen. Ein Beispiel fur 
ein derartiges Polyamin ist l,4-bis-(3-Aminopropoxy)butan. 

Neben der ersten Funktionalisierung der Oberflache kann eine zweite Funktionalisierung erfol- 
gen, die auf der ersten Funktionalisierung aufbaut. Mit anderen Worten, die reaktive Gruppe der 
Oberflache wird durch zusatzliche MaBnahmen weitergehend funktionalisiert. Diese zweite 
Funktionalisierung kann dabei direkt an der funktionalisierten Oberflache, an der mit einem Ab- 
standshalter versehenen Oberflache oder an einer dendrimeren Struktur erfolgen. 

Ein Grund fur die zweite Funktionalisierung kann darin gesehen werden, dass infolge der auch in 
den Aminosauresequenzen vorhandenen Amino- und Carboxylgruppen, Thiolfunktionen, hnida- 
zolfunktionen und Guanidofunktionen keine einheitliche Immobiliserung bezogen auf die Orien- 
tierung der Aminosauresequenz auf der Oberflache zu erzielen ist. Eine zweite Funktionalisie- 
rung bietet den Zugang zu weiteren chemoselektiven Reaktionen, um eine gerichtete Immobili- 
sierung zu erreichen. 
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Fur diese zweite Funktionalisierung eignen sich all jene Verbindungen, die sich dureh ein Vor- 
handensein von nicht-proteinogenen funktionellen Gruppen auszeichnen. Beispielhaft seien die 
folgenden Verbindungen genannt: Maleinimido-Verbindungen wie Maleinimido-amine oder 
Maleinimido-carbonsauren; alpha-Halo-Ketone wie Brombrenztraubensaure oder 4-Carboxy- 
alpha-Brom-Acetophenon, alpha-Isothiocyanato-Ketone wie 4-Carboxy-alpha-Isothiocyanato- 
Acetophenon, Aldehyde wie Carboxybenzaldehyd, Ketone wie Lavulinsaure, Thiosemicarbazi- 
de, Thioamide wie Bemsteinsauremonothioamid, alpha-Brom-Carbonsauren wie Bromessigsau- 
re, Hydrazine wie 4-Hydrazinobenzoesaure, O-Alkylhydroxylamine wie Amino-oxy-essigsaure, 
und Hydrazide wie Glutarsauremonohydrazid. 

Als weitere MaBnahme kann bei der Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Anordnung vorgese^ 
hen sein, dass diejenigen Stellen oder Bereiche der Oberflache, die nicht mit einer Aminosaure- 
sequenz versehen sind, blockiert sind. Durch die Blockierung wird gewahrleistet, dass wahrend 
oder nach der chemoselektiven Reaktion der Aminosauresequenzen mit den ggf. funktionalisier- 
ten Oberflachen noch nicht umgesetzte, aber noch reaktive Gruppierungen oder Gruppen auf der 
Oberflache inaktiviert werden. Diese Blockierungsreaktion ist notwendig, da sonst die zugesetzte 
enzymatische Aktivitat oder andere Bestandteile der eingesetzten biologischen Probe unspezi- 
fisch mit diesen, noch nicht blockierten, reaktiven Gruppen auf der Oberflache reagieren und 
damit eventuell fur ein groBes Hintergrundsignal sorgen konnen. Solche unspezifischen Reaktio- 
nen mit Oberflachen sind eine haufige Ursache fiir ungiinstige Signal-Rausch-Verhaltnisse bei 
biochemischen Analysen. Fiir dieses Blockieren eignen sich solche Verbindungen, die sterisch 
nicht anspruchsvoll sind, sehr gut mit den zu blockierenden Gruppen reagieren und moglichst 
gunstige Oberflacheneigenschaften generieren. Die Auswahl dieser Verbindungen wird in Ab- 
hangigkeit von der Art der Probe bzw. des Wechselwirkungspartners, der mit einer der Amino- 
sauresequenz in Wechselwirkung tritt, abhangen. Die Verbindung wird hydrophil ausgestaltet 
werden, wenn bekannt ist, dafi die enzymatische Aktivitat bevorzugt an hydrophoben Oberfla- 
chen unspezifisch bindet und hydrophob, wenn bekannt ist, daB die enzymatische Aktivitat be- 
vorzugt an hydrophoben Oberflachen unspezifisch bindet. So ist es dem Fachmann bekannt, dass 
ein Biomolelul, wie zum Beispiel ein Protein, eine dreidimensionale, genau definierte Struktur 
fiir die korrekte biologische Funktion benotigt. Diese Tertiarstruktur ist deutlich von der Umge- 
bimg abhangig. So besitz ein Protein in Wasser, als hydrophilem Lcisungsmittel, die Tendenz, 
alle oder besser gesagt moglichst viele hydrophobe Gruppierungen im Inneren zu verbergen. 
Gelangt ein solches Protein in eine mehr hydrophobe Umgebung (hydrophobe Oberflache) , 
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kann es deshalb zum Urn- bzw. Auffalten des Proteins und damit zur Inaktivierung kommen. 
Auf der anderen Seite sind Proteine bekannt, die in ihrer natiirlichen Vorkommensweise inner- 
halb von (hydrophoben) Biomembranen vorliegen. Solche Proteine wiirden sich beim Inkontakt- 
kommen mit einer hydrophilen Oberflache umfalten und dabei denaturieren bzw. inaktiviert 
werden. In einem solchen Fall ist eine hydrophobe Oberflache wiinschenswert. 

Die Bestandteile der Aminosauersequenzen der erfindungsgemaCen Anordnung sind Aminosau- 
ren, die bevorzugterweise ausgewahlt sind aus der Gruppe, die L- und D- Aminosauren umfasst. 
Weiterhin konnen die Aminosauren ausgewahlt sein aus der Gruppe die natilrliche und nicht- 
nattirliche Aminosauren umfasst. Eine bevorzugte Gruppe innerhalb einer jeden der vorstehen- 
den Gruppen von Aminosauren sind die entsprechenden alpha-Aminosauren. Die Aminosaure- 
sequenzen konnen aus einer Abfolge von Aminosauren aus einer jeden beliebigen der vorstehen- 
den Gruppe bestehen. So ist beispielsweise eine Kombination aus D- und L-Aminosauren im 
Umfang der Erfindung ebenso wie Aminosauresequenzen, die entweder ausschlieBlich aus D- 
oder aus L- Aminosauren bestehen. Die Bestandteile der Aminosauresequenzen konnen darti- 
berhinaus auch andere Molekule umfassen als Aminosauren Beispiele hierftir sind Thioxo- 
Aminosauren, Hydroxy-Sauren, Mercapto-Sauren, Dicarbonsauren, Diamine, Dithioxocarbon- 
sauren, Sauren und Amine. Eine weitere Form von derivatisierten Aminosauresequenzen sind die 
sogenannten PNAs (engl. peptide nucleic acids) 

Die Dichte der Aminosauresequenzen betragt 1/cm 2 bis 2000/cm 2 , wobei die Dichte bevorzugt 
5/cm 2 bis 1000/cm 2 und ganz besonders bevorzugt 10/cm 2 bis 400/cm 2 betragt. Derartige Dich- 
ten von distinkten Orten auf einer Oberflache, die jeweils eine Aminosaurespecies enthalten 
konnen unter Verwendung verschiedener Techniken erreicht werden, so beispielsweise mit pie- 
zoelektrisch betriebenen Pipettier-Robotern, mit feinen Nadeln aus verschiedenen Materialien 
wie Polypropylen, Edelstahl oder Wolfram bzw. entsprechender Legierungen, mit sogenannten 
„Pin-tools", die entweder geschlitzte Nadeln darstellen oder aufgebaut sind aus einem Ring, der 
die zu applizierende Substanzmischung enthalt, und einer Nadel, die durch die in diesem Ring 
enthaltene Substanzmischung hindurch diese auf der entsprechenden Oberflache absetzt. Aber 
auch mit einer motorgetriebenen Spritze verbundene Kapillaren sind dafur geeignet (Spotter). 
Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die zu immobilisierenden Proben durch geeignete Stem- 
pelchen aufzubringen. Aber auch das Auftragen der zu immobilisierenden Aminosauresequenzen 
mittels geeigneter Pipetten bzw. sogenannter Multipetten per Hand ist moglich. Weiterhin ist es 
moglich, die oben angegebenen Dichten von distinkten Orten durch die direkte in situ Synthese 
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der Aminosauresequenzen auf der Oberflache zu erzeugen. (M. Stankova, S. Wade, K.S. Lam, 
M. Lebl; 1994, Synthesis of combinatorial libraries with only one representation of each struc- 
ture, Pept. Res., 7, 292-298, F. Rasoul, F. Ercole, Y. Pham, C.T. Bui, Z.M. Wu, S.N. James, 
R.W. Trainor, G. Wickham, N.J. Maeji; 2000, Grafted supports in solid-phase synthesis, Bio- 
polymers, 55, 207-216, H. Wenschuh, R. Volkmer-Engert, M. Schmidt, M. Schulz, J. Schneider- 
Mergener, U. Reineke; 2000, Coherent membrane supports for parallel microsynthesis and 
screening of bioactive peptides, Biopolymer., 55, 188-206, R.Frank, 1992, Spot synthesis: an 
easy technique for the positionally addressable, parallel chemical synthesis on a membrane sup- 
port, Tetrahedron, 48, 9217-9232; A.Kramer und J. Schneider-Mergener, Methods in Molecular 
Biology, vol 87: Combinatorial Peptide Library Protocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; Hu- 
mana Press Inc., Totowa, NJ; Topert, F., Oires, C, Landgraf, C, Oschkinat, H. and Schneider- 
Mergener, J., 2001, Synthesis of an array comprising 837 variants of the hYAP WW protein do- 
main, Angew. Chem. Int. Ed, 40, 897-900, S.P.A. Fodor, J.L.Read, M.C.Pirrung, L.Stryer, 
A.T.Lu, D. Solas; 1991, Light-directed, spatially addressable parallel chemical synthesis, Science, 
251, J.P. Pellois, W. Wang, X.L. Gao; 2000, Peptide synthesis based on /-Boc chemistry and 
solution photogenerated acids, J. Comb. Chem., 2, 355-360). 

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der erfindungsgemaGen Anordnung und deren verschie- 
denen Verwendungen und Anwendungen ist vorgesehen, dass die verschiedenen Aminosaurese- 
quenzen Substrate oder mogliche Substrate von enzymatischen Aktivitaten sind, die als Wech- 
selwirkungspartner in Proben enthalten sind, denen gegeniiber die erfindungsgemafie Anordnung 
exponiert wird. Unter enzymatischen Aktivitaten sind hierin allgemein solche enzymatischen 
Aktivitaten verstanden, die sich dadurch auszeichnen, dass sie eine Atomgruppe, ein Molekul 
oder eine Molektilgruppe auf ein Molekul iibertragen. Dabei sind unter enzymatischen Aktivita- 
ten hierin insbesondere Kinasen, Sulfotransferasen, Glycosyltransferasen, Acetyltransferasen, 
Famesyltransferasen, Palmityltransferasen, Phosphatasen, Sulfatasen, Esterasen, Lipasen, Acety- 
lasen imd Proteasen zu verstehen. Die enzymatische Aktivitat wird entsprechend gegebenenfalls 
eine oder mehrere der Aminosauresequenzen der Anordnung, also eine oder mehrere der Amino- 
sauren auf dem Chip, hinsichtlich des Molekulargewichtes verandem. Eine derartige Verande- 
rung des Molekulargewichts kann in einer Verringerung oder Erhohung desselben bestehen und 
weitere Anderungen der physikochemischen Eigenschaften der Aminosauresequenzen oder der 
distinkten Orte, an denen sich jeweils eine Species von Aminosauresequenz befindet, nach sich 
Ziehen. 
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Der Nachweis daruber, dass an einer oder mehreren der verschiedenen Aminosauresequenzspe- 
cies ein Bindungsereignis und, sofern der Wechselwirkungspartner der Aminosauresequenz eine 
enzymatische Aktivitat ist oder diese trfigt, eine enzymatische Umsetzung an der jeweiligen A- 
minosauresequenz erfolgt ist, kann dabei unter Verwendung von verschiedenen Techniken erfol- 
gen, die dem Fachmann bekannt sind. So ist es moglich, eine Spaltungsreaktion, z. B. vermittelt 
durch eine Protease, durch Anderung der Fluoreszenz eines geeigneten, die Oberflache gebunde- 
nen Substratmolekules zu verfolgen. Prinzipiell konnen alle Reaktionen, bei denen das an die 
Oberflache gebundene Molekul dnrch Ubertragung von weiteren Molekiilen (Co-Substraten) im 
Molekolargewicht verSndert wird, durch Einbringen einer radioaktiven Markierung in das Co- 
Substrat verfolgt werden. Dazu muB nach der erfolgten Reaktion die in das an die Oberflache 
gebundene, modifizierte Molekul eingebaute Radioaktivitat quantifiziert werden. Mit Hilfe sol- 
cher radioaktiven Markierungen k6nnen alle Transferasen, wie beispielsweise Kinasen, Ace- 
tyltransferasen, Farnesyltransferasen und Glycosyltransferasen, beztiglich der enzymatischen 
Aktivitat charakterisiert werden. Altemativ konnen aus der jeweiligen enzymatische Umsetzung 
an der jeweiligen Aminosauresequenz hervorgegangene, vorher nicht vorhandene reaktive Grup- 
pen mittels nachgeschalteter spezifischer Reaktionen nachgewiesen werden. Zum Beispiel lSBt 
sich eine nach enzymatische Umsetzung erhaltende Mercaptofunktion mittels einer nachgeschal- 
tete Reaktion mit Ellman-Reagenz nachweisen. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Anordnung eine gewisse Anzahl von 
verschiedenen Aminosaurespecies umfasst. Dabei kann vorgesehen sein, dass die gleiche Ami- 
nosaurespecies an mehreren distinkten Orten auf der Oberflache bzw. dem Tragermaterial vor- 
handen ist. Damit kann zum einen ein interner Standard realisiert werden, zum anderen aber 
auch mogliche Randeffekte dargestellt und erfasst werden. 

Eine weitere Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Anordnung sieht vor, dass mindestens zwei 
oder mehrere der Anordnungen so aneinandergefugt werden, dass zwischen den beiden Anord- 
nungen nur mehr ein sehr kleiner Spalt verbleibt, in den sich die Aminosauresequenzen der bei- 
den Anordnungen hinein erstrecken (vgl. Fig. 12B). Diese Ausgestaltung wird hierin auch als 
Trageranordnung bezeichnet. Damit wird eine Moglichkeit erOffiiet, mit einem sehr kleinen Pro- 
benvolumen eine Vielzahl von Tests durchzufuhren. Die Breite des Spaltes betragt dabei 2 mm, 
bevorzugterweise 0.5 mm und bevorzugtererweise weniger als 0,1 mm. Damit ergibt sich ein 
Flussigkeitsvolumen weniger als 100 nL bezogen auf eine Grundflache von 1 mm 2 . Es ist im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Anordnungen, die die Trageranordnung ausbilden 
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verschieden sind hinsichtlich der Ausgestaltung. Diese Unterschiede konnen darin bestehen, dass 
die Aminosauresequenzen insgesamt oder teilweise verschieden sind. Weiterhin ist es moglich, 
dass die Aminosauresequenzen bei den verschiedenen Anordnungen vollstandig oder teilweise 
an anderen distinkten Orten angeordnet sind. 

Die erfindungsgemaBe Anordnung bietet eine Reihe von Anwendungsmoglichkeiten. Eine derar- 
tige Anwendung stellt die Bestimmung der Substratspezifitat einer enzymatischen Aktivitat (Fig. 
12, Verbindung C) dar. Dabei wird so vorgegangen, dass in einem ersten Schritt eine erfin- 
dungsgemaBe Anordnung oder Chip bereitgestellt wird und dieser mit einer Probe, die die jewei- 
lige enzymatische Aktivitat enthalt, kontaktiert und gegebenenfalls inkubiert. AnschlieBend er- 
folgt der Nachweis der Reaktion zwischen einer oder mehxeren auf der Anordnung vorhandenen 
Aminosauresequenzen (Fig. 12A, Verbindungen B1-B3, oder Fig. 12 B, Verbindungen B1-B5) 
und der enzymatischen Aktivitat (Fig. 12, Verbindung C), wobei auf die oben beschriebenen 
Nachweisverfahren zuriickgegriffen werden kann. Infolge der Anordnung der verschiedenen 
Aminosauresequenzspecies an distinkten Orten kann somit ein an einem bestimmten Ort erfol- 
gendes Reaktionsgeschen einer bestimmten AminosSuresequenz oder Aminosauresequenzspe- 
cies (beide Begriffe werden hierin synonym gebraucht) eindeutig zugeordnet und daraus die 
Substratspezifitat der enzymatischen Aktivitat bestimmt werden (vgl. hierzu Fig. 8, 9 und 10). 

Ausgehend von der Substratspezifitat kann dann beispielsweise auch der EinfluB verschiedener 
Substanzen auf die jeweilige Reaktion untersucht werden. Beispielsweise kann in Abhangigkeit 
vom jeweiligen Substrat eine enzymatische Aktivitat eine bestimmte Modifizierung durch einen 
dem die enzymatische Aktivitat enthaltenden Reaktionsansatz zugesetzten Faktor, beispielsweise 
eine niedermolekulare Verbindung, erfahren. 

Eine weitere Anwendung findet die erfindungsgemaBe Anordnung bei der Darstellung der diffe- 
renziellen Analyse der enzymatischen Aktivitaten einer Probe. Eine besonders bedeutsame Probe 
in diesem Sinne stellt das Proteom einer Zelle dar, anhand dessen dieser Aspekt der Erfindung 
im folgenden erlautert werden wird. Dabei wird im Unterschied zu der vorstehend beschriebenen 
Anwendung nicht auf die Spezifitat einer einzelnen enzymatischen Aktivitat hinsichtlich der auf 
der Oberflache vorhandenen AminosSurespecies abgestellt, sondern vielmehr gewissermaBen 
eine Momentaufhahme der enzymatischen Aktivitaten in einer Probe hinsichtlich der verschie- 
denen Aminosauresequenzspecies der Anordnung. Diese Momentaufiiahme erfolgte unter be- 
stimmten Bedingungen, die zu dem Zeitpunkt herrschten, als die Probe genommen wurde. Im 
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Falle des Proteoms kann dies beispielsweise der Zustand nach Exposition der Zelle, von der die 
Probe gewonnen wurde, gegeniiber einer bestimmten Verbindung sein. Es werden dann eine 
oder mehrere weitere Proben genommen werden, wobei die Bedingungen, die zum Zeitpunkt der 
Probenahme herrschten, geandert werden, beispielsweise die Zelle gegeniiber der besagten Ver- 
bindung nun nicht mehr exponiert war, und sodann eine Analyse durchgefuhrt werden. Je nach 
gewahlten Nachweisverfahren wird man sodann das Ergebnis des Reaktionsgeschehens unter 
den verschiedenen Bedingungen vergleichen und daraus erkennen, ob und wenn ja in welchem 
Umfang sich das Muster aus dem jeweiligen Reaktionsgeschehen geandert hat. Andererseits 
kann eine solche Anordnung von Aminosauresequenzen auch dazu genutz werden, biologische 
Proben wie zum Beispiel Zell-Lysate oder biologische Fliissigkeiten einer Species oder ver- 
schiedener Species tiber eine Mustererkennung miteinander zu vergleichen bzw. diese biologi- 
schen Proben mittels des erhaltenen Musters zu katalogisieren. Ein solches Muster dient dann im 
iibertragenen Sinne als Fingerabdruck der untersuchten biologischen Probe. Somit kann das er- 
findungsgemaBe Verfahren zur Identifizierung oder Individualisierung darstellen. Die Identifi- 
zierung kann dabei auf verschiedenen systematischen Ebenen erfolgen, d.h. die Zuordnung einer 
entsprechend untersuchten Probe zu einem Stamm, einer Klasse, einer Ordnung, einer Familie, 
einer Gattung, einer Art. Weiterhin kann die Identifizierung auch auf der Ebene der Art zwischen 
Individuen der gleichen Art oder Rasse erfolgen. Beispielhaft kann dieses Verfahren in der Fo- 
rensik verwendet werden. Eine weitere Anwendung des Verfahrens kann darin gesehen werden, 
pathologische Zustande wie Krebs oder ein gegeniiber der Norm geandertes Muster an enzymati- 
scher Aktivitat (sowohl quantitativ wie auch qualitativ) zu bestimmen, zu diagnostizieren oder zu 
prognostizieren. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der folgenden Figuren und Beispiele weiter erlautert 
werden, wobei sich daraus weitere Merkmale, Ausfuhrungsbeispiele und Vorteile ergeben kon- 
nen. Dabei zeigt: 

Fig. i das Resultat der Inkubation einer unterschiedlich modifizierten Glasober- 



Fig.2 



Fig. 3 



flache mit verschiedenen Kinasen; 

das Resultat der Inkubation unterschiedlicher, modifizierter Oberflachen 
mit Proteinkinase A; 

das Resultat der zeitabhangigen Inkubation unterschiedlicher modifizierter 
Oberflachen mit Proteinkinase A; 
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Fig. 4 das Resultat der Inkubation einer unterschiedlich modifizierten Glasober- 

flache mit verschiedenen Konzentrationen von Proteinkinase A 

Fig. 5 das Resultat der Inkubation einer modifizierten Glasoberflache mit Prote- 

inkinase A; 

Fig. 6 das Resultat der Inkubation einer modifizierten Glasoberflache (11760 

Spots) mit einer Kinase; 
Fig. 7 das Resultat der Inkubation einer modifizierten Glasoberflache (960 Spots) 

mit einer Kinase; 

Fig. 8 das Resultat der Inkubation einer mit einem Satz potentieller Substratpep- 

tide und entsprechenden Kontrollpeptiden modifizierten Glasoberflache 
mit Proteinkinase C; 

Fig. 9 das Resultat der Inkubation einer mit einem Satz potentieller Substratpep- 

tide und entsprechenden Kontrollpeptiden modifizierten Glasoberflache 
mit Proteinkinase A; 

Fig. 10 das Resultat der Inkubation einer mit einem Satz potentieller Substratpep- 

tide modifizierten Glasoberflache mit Proteinkinase A; 
Fig. 1 1 eine Ubersicht verschiedener chemoselektiver Reaktionen; und 

Fig. 12 den schematischen Aufbau verschiedener Ausfuhrungsformen einer An- 

ordnung von gerichtet auf einer Trageroberflache immobilisierten Verbin- 
dungen. 

Es folgt eine genauere Beschreibung der Figuren. 

Fig 1. Die in den Klammern angegebenen Kinasesubstrate (am N-Terminus mit dem Dipeptid 
Cysteinyl-B-alanin modifiziert) wurden durch eine Michael- Addition an eine maleinimidofunkti- 
onalisierte Glasoberflache (Beispiel 1) gekoppelt. Als Negativ-Kontrollen wurden Peptide, bei 
denen die zu phosphorylierende Aminosaure Serin durch die nicht phosphorylierbare Aminosau- 
re Alanin ausgetauscht wurde, verwendet. Die Glasoberflache wurde zunSchst mit 10ml lOOjiM 
ATP-Losung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. Anschlie- 
Bend wurden die entsprechenden Kinasen zusammen mit ATP/y^P-ATP-Mischung aufgespottet 
(jeweils 1 jiL, 5 U/mL) und 30 Minuten bei 25°C inkubiert (Beispiel 29). Die Phosphorylierung 
der entsprechenden Peptide wurde mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert. 
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Fig. 2. Das Peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NHb und das Kontrollpeptid Leu-Arg-Arg- 
Ala-Ser-Leu-Gly-NFb, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cysteinyl-B-alanin modifiziert, 
wurden durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionalisierte Oberflache gekoppelt 
(Beispiel 1; maleinimidobutyryl-B-alaninin-funktionalisierte Cellulose sowie maleinimidobuty- 
ryl-B-alaninin-funktionalisierte, modifizierte Polypropylen-Membranen). Die so modifizierten 
Oberflachen wurden zunachst mit 10ml lOO^xM ATP-L6sung in 50 mM Natriumphosphatpuffer 
pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde Proteinkinase A zusammen mit 
ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 \xM/mL; lOO^Ci/mL) aufgespottet Qeweils 1 \iL, 2 U/mL) und 
30 Minuten bei 25°C inkubiert (Beispiel 30). Die Phosphorylierung der entsprechenden Peptide 
wurde mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert. Unter den Abbildungen ist die 
Signalintensitat der jeweiligen Spots angegeben. Es wird deutlich, daB unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen im Fall der modifizierten Cellulose baw. Polypropylenoberfachen im Prinzip 
nur unspezifische Bindung von ATP bzw. Kinase an die Peptide gemessen wird. Im Fall der mo- 
difizierten Glasoberflachen dagegen ist das Signal fur die Substrataminosauresequenz um den 
Faktor 4-5 groBer als das Signal fur die entsprechende Kontrollaminosauresequenz. 

Fig. 3. Das Peptid Leu- Arg- Arg- Ala-S er-Leu-Gly-NH 2 , am N-Terminus mit dem Dipeptid 
Cysteinyl-B-alanin modifiziert, wurde durch eine Michael-Addition an maleinimidofunktionali- 
sierte Oberflachen gekoppelt (maleinimido-funktionalisierte Glasoberflache, Sigma, Silane- 
Prep™, S4651; sowie maleinimidobutyryl-B-alaninin-funktionalisierte, modifizierte Polypropy- 
len-Membranen). Die modifizierten Glas-Oberflachen wurden zunachst mit 20ml 100p.M ATP- 
Losung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend 
wurde Proteinkinase A zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 pM/mL; lOO^Ci/mL) auf- 
gespottet (jeweils 1 fiL, 2 U/mL) und fiir die angegebene Zeit bei 25°C inkubiert (Beispiel 31). 
Die Phosphorylierung der entsprechenden Peptide wurde mittels eines Phosphorlmagers von 
FUJIFILM detektiert. Unter den Abbildungen ist die Signalintensitat der jeweiligen Spots ange- 
geben. Es wird deutlich, daB unter den gewahlten Versuchsbedingungen im Fall der modifizier- 
ten Polypropylenoberfachen im Prinzip nur unspezifische Bindung von ATP bzw. Kinase an das 
Peptid gemessen wird. Im Fall der modifizierten Glasoberflachen dagegen ist eine deutliche 
Zeitabhangigkeit fiir den Kinase-vermittelten Einbau von Radioaktivitat in die Substratamino- 
sauresequenz zu erkennen. 

Fig. 4. Das Kontrollpeptid Leu-Arg-Axg-Ala-Ala~Leu-Gly-NH 2 , das Peptid Leu-Arg-Arg-Ala- 
Ala-Leu-Gly-NH 2 nach HPLC-Reinigung und das Synthese-Rohprodukt Leu-Arg-Arg-Ala-Ala- 
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Leu-Gly-NH 2> jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cysteinyl-B-alanin modifiziert, wurden 
durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionalisierte Glas-Oberflache (Beispiel 1) 
gekoppelt. Die modifizierten Glasoberflache wurde zunachst mit 10ml IOOjxM ATP-Losung in 
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. Anschlieflend wurde die 
modifizierte Glasoberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwi- 
schenraum Proteinkinase A (1 U/mL bzw. lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung 
• (100 jiM/ruL; 100^Ci/mL) mittels Kapillarkraft eingebracht (Beispiel 25). Nach 30 minutiger 
Inkubation bei 25°C wurde die Phosphorylierung der entsprechenden Peptide mittels eines 
Phosphorlmagers von FUJIFELM detektiert: Unter den Abbildungen ist die Signalintensitat der 
jeweiligen Spots angegeben. Es wird deutlich, dafi unter den gewShlen Versuchsbedingungen die 
Signalintensitat fur die gereinigte Aminosauresequenz urn 500% hoher ist als flir das Synthese- 
rohprodukt. Die Signalintensitat fiir die gereinigte Substrat-Aminosauresequenz ist ca. 300 mal 
hSher als die fur die entsprechenden Kontrollaminosauresequenz. Zusammen mit der ca. lOfach 
geringeren Aktivitatsmenge, die fiir ein vergleichbares Signal (im Vergleich zu Celluloseoberfla- 
chen) benotigt wird ergibt sich somit eine Signalverbesserung urn den Faktor 3000. 

Fig. 5. Das Kontrollpeptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 und das Peptid Leu-Arg-Arg- 
Ala-Ala-Leu-Gly-NBb, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cysteinyl-13-alanin modifiziert, 
wurden durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionalisierte Glas-Oberflache 
(Beispiel 1) gekoppelt. Die modifizierte Glas-Oberflache wurden zunachst mit 10ml IOOjliM 
ATP-Losung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fiir 10 Minuten vorinkubiert. Anschlie- 
flend wurde die modifizierte Glas-Oberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den 
entstandenen Zwischenraum Proteinkinase A (lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP- 
Mischung (100 jiM/mL; 100^Ci/mL) mittels Kapillarkraft eingebracht. Nach 30 miniitiger Inku- 
bation bei 25°C wurde die Phosphorylierung der entsprechenden Peptide mittels eines Phospho- 
rlmagers von FUJIFILM detektiert. Unter den Abbildungen ist die Signalintensitat der jeweili- 
gen Spots angegeben. Es wird deutlich, daB unter den gewahlen Versuchsbedingungen die Sig- 
nalintensitat fur die Substrat-Aminosauresequenz urn 800% hoher ist als fiir das entsprechende 
Kontrollpeptid. 

Fig. 6. Eine mit dem Peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-thioamid modifizierte Glasoberfla- 
f che (vgl. Beispiel 24) (Aminosauresequenz wurde in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 5.5 

gelost und bei RT wurde jeweils 1 nL dieser Losung in einer Anordnung von 70 Reihen und 168 
Spalten (gesamt 11760 Spots) auf die bromketon-funktionalisierten Glasoberfiachen (Beispiel 
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10) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim aufgebracht. Dabei betrug der Spot-zu-Spot- 
Abstand 0.3 mm. Anschliefiend wurden die so behandelten Glasoberflachen 2 min mit einer 
Mikrowelle behandelt und dann 3 Stunden bei RT inkubiert Anschliefiend wurde zunachst mit 
10ml 100|iM ATP-L6sung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinku- 
biert. Anschliefiend wurde die modifizierte Glas-Oberflache mit einer zweiten Glasoberflache 
abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum Proteinkinase A (lOU/mL) zusammen mit 
ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 ^M/mL; 100^Ci/mL) mittels Kapillarkraft eingebracht (vgl. Bei- 
spiel 31). Nach 30 minutiger Inkubation bei 25°C wurde die Phosphorylierung der entsprechen- 
den Peptide mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert Es wird deutlich, das ei- 
nerseits die Verknupfung des immobilisierten Kinasesubstrates von der Proteinkinase A toleriert 
wird und das andererseits die Modification der Glasoberflachen gleichmafiig und ohne grofiere 
Schwankungen in der Immobilisierungsdichte verlauft. Weiterhin ist klar, das die Auflosung des 
hier verwendeten Phosphorlmagers ausreichend ist, um selbst mehr als 11000 Mefipunkte pro 
Biochip zu analysieren. 

Fig. 7. Eine mit dem Peptid Dpr(Aoa)-Leu-Arg-Arg~Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 modifizierte Glas- 
oberflache (vgl. Beispiel 22) wurde zunachst mit 10ml 100pM ATP-L6sung in 50 mM Natrium- 
phosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. Anschliefiend wurde die modifizierte Glas- 
Oberflache mit einer zweiten Glasoberflache abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum 
Proteinkinase A (lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 ^lM/mL; 100^Ci/mL) 
mittels Kapillarkraft eingebracht. Nach 30 minutiger Inkubation bei 25°C wurde die Phosphory- 
lierung der entsprechenden Peptide mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert 
(vgl. Beispiel 14). Es wird deutlich, das einerseits die Verkniipfung des immobilisierten Kinase- 
substrates von der Proteinkinase A toleriert wird und das andererseits die Modifikation der Glas- 
oberflachen gleichmafiig und ohne grofiere Schwankungen in der Immobilisierungsdichte ver- 
lauft. Weiterhin ist klar, das die Auflosung des hier verwendeten Phosphorlmagers ausreichend 
ist, um mehr als 950 Mefipunkte pro Biochip zu analysieren. 

Fig- 8. Genau 43 serin- und/oder threoninhaltige Peptide (potentielle Substratpeptide fur Kina- 
sen) und die entsprechenden Kontrollpeptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cystei- 
nyl-fi-alanin modifiziert, wurden durch eine Michael-Addition an eine maleimmidofiinktionali- 
sierte Glas-Oberflache gekoppelt (Beispiel 18). In den Kontrollpeptiden wurden die Serin- 
und/oder Threoninreste bei ansonsten gleichbleibender Sequenz durch Alanin ersetzt. Die Auf- 
bringung erfolgte mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim. Dabei betrug der Spot-zu-Spot- 
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Abstand 1 mm, pro Spot wurden 0.8 nL einer Peptidldsung in 100 mM PBS Puffer pH 7.8, die 
20 % Glycerin enthielt, aufgebracht. Die Anordnung der Peptide ist in Fig. 8A dargestellt. Dabei 
stellt ein geflillter Kreis ein serin und/oder threoninhaltiges potentielles Subtratpeptid dar, ein 
offener Kreis steht flir ein Kontrollpeptid. Es wurden drei identische Subarrays auf die Glasober- 
flache aufgebracht. Die Nuxnmerierung der Spots ist in Fig. 8C ersichtlich, die Sequenzen der 
genutzten Peptide gehen aus Beispiel 18 hervor. Die modifizierte Glas-Oberflache wurde nach 
dem Aufbringen der Peptide zunachst mit lOmL lOO^iM ATP-L6sung in 50 mM Natriumphos- 
phatpuffer pH 7.5 fiir 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde die modifizierte Glas- 
Oberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum Protein- 
kinase C (lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 jiM/mL; lOO^iCi/mL) mittels 
Kapillarkraft eingebracht. Nach 30 minutiger Inkubation bei 25°C wurde die Phosphorylierung 
der entsprechenden Peptide mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert (Beispiel 
38). Das resultierende Bild ist in Fig. 8B dargestellt. Die Spots mit hoher Signalintensitat in alien 
drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase C phosphorylierten Peptiden 
zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 8D gezeigt. Es wird deutlich, dass als Proteinki- 
nase C Substrate bekannte (Substratpeptid Nr. 3, 23, 27, 41, 43) und weitere, nicht als Substrate 
fiir Proteinkinase C beschriebene Peptide von dieser Kinase auf der modifizierten Glasoberflache 
erkannt und phosphoryliert werden. Damit wird deutlich, dass eine solche Anordnung geeignet 
ist, die Substratspezifitat einer Kinase, wie zum Beispiel Proteinkinase C, zu charakterisieren. 

Fig. 9. Genau 43 serin- und/oder threoninhaltige Peptide (potentielle Substratpeptide fiir Kina- 
sen) und die entsprechenden Kontrollpeptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cystei- 
nyl-13-alanin modifiziert, wurden durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionali- 
sierte Glas-Oberflache gekoppelt (Beispiel 18). In den Kontrollpeptiden wurden die Serin- 
und/oder Threoninreste bei ansonsten gleichbleibender Sequenz durch Alanin ersetzt. Die Auf- 
bringung erfolgte mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim. Dabei betrug der Spot-zu-Spot- 
Abstand 1 mm, pro Spot wurden 0.8 nL einer Peptidlosung in 100 mM PBS Puffer pH 7.8, die 
20 % Glycerin enthielt, aufgebracht. Die Anordnung der Peptide ist in Fig. 9A dargestellt. Dabei 
stellt ein geflillter Kreis ein serin und/oder threoninhaltiges potentielles Subtratpeptid dar, ein 
offener Kreis steht fttr ein Kontrollpeptid. Es wurden drei identische Subarrays auf die Glasober- 
flache aufgebracht. Die Nummerierung der Spots ist in Fig. 9C ersichtlich, die Sequenzen der 
genutzten Peptide gehen aus Beispiel 18 hervor. Die modifizierte Glas-Oberflache wurde nach 
dem Aufbringen der Peptide zunachst mit lOmL 100^M ATP-L6sung in 50 mM Natriumphos- 
phatpuffer pH 7.5 fiir 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde die modifizierte Glas- 
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Oberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum Protein- 
kinase A (lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 (iM/mL; 100p.Ci/mL) mittels 
Kapillarkraft eingebracht, Nach 30 miniitiger Inkubation bei 25°C wurde die Phosphorylierung 
der entsprechenden Peptide mittels eines Phosphorlmagers von FUJIFILM detektiert (Beispiel 
39). Das resultierende Bild ist in Fig. 9B dargestellt. Die Spots mit hoher Signalintensitat in alien 
drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase A phosphorylierten Peptiden 
zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 9D gezeigt. Es wird deutlich, daB mit einer 
Ausnahme alle Peptide auf der modifizierten Glasoberflache von Proteinkinase A erkannt und 
phosphoryliert werden, die in Position -2 und -3 (N-terminal) zum Serin zwei Argininreste tra- 
gen. Dieses Sequenzmotiv RRxS ist als bevorzugtes Substratmotiv ftir Proteinkinase A beschrie- 
ben (A. Kreegipuu, N. Blom, S. Brunak, J. Jarv, 1998, Statistical analysis of protein kinase spe- 
cificity determinants, FEES Lett., 430, 45-50). Das Peptid 83 wird wahrscheinlich wegen der zu 
sehr N-terminalen Lokalisation des Substratmotives nicht phosphoryliert. Somit wird deutlich, 
dass eine solche Anordnung geeignet ist, die Substratspezifitat einer Kinase, wie zum Beispiel 
Proteinkinase A, zu charakterisieren. 

Fig. 10. Genau 79 Peptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Amino-oxyessigsaure-6- 
alanin modifiziert, wurden an eine aldehydfunktionalisierte Glas-Oberflache gekoppelt (Beispiel 
20). Die Aufbringung erfolgte mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim. Dabei betrug der 
Spot-zu-Spot-Abstand 1.5 mm, pro Spot wurden 1 nL einer Peptidlosung in DMSO aufgebracht. 
Die 13meren Peptide iiberlappen mit jeweils 11 Aminosaureresten und decken zusammen voll- 
standig die Primarstruktur von MBP ab, dass heiflt, sie stellen zusammen einen Scan durch das 
Myelin basic Protein (MBP) aus bos taurus (SWISSPROT Zugangsnummer P02687) dar. Die 
Primasstruktur des MBP ist in Fig. 10C dargestellt. Fur die durch Fettdruck hervorgehobenen 
Reste wurde eine Phosphorylierung durch Proteinkinase A im Stand der Technik beschrieben (A. 
Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. Takeyama, Y. Nishizuka, 
1985, Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by protein kinase C and adenosine 
S'iS'-monophosphate-dependent protein kinase, J. Biol Chem., 260, 12492-12499). Die 13 meren 
Peptide in dem Scan weisen eine Sequenzverschiebung von 2 Aminosauren auf. Die Anordnung 
der Peptide ist in Fig. 10B dargestellt. Somit reprasentiert das Peptid Nr. 1 die Aminosaurese- 
quenz 1-13 der Primarstruktur von MBP, das Peptid Nr. 2 die Aminosauresequenz 3-15 der Pri- 
marstruktur von MBP usw. Es wurden drei identische Subarrays auf die Glasoberflache aufge- 
bracht. In Fig. 10A ist eines dieser Subarrays dargestellt. Die modifizierte Glas-Oberflache wur- 
de nach dem Aufbringen der Peptide zunachst mit lOmL 100(iM ATP-L6sung in 50 mM Natri- 
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umphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde die modifizierte 
Glas-Oberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum 
Proteinkinase A (lOU/mL) zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 jiM/mL; lOOjiCi/mL) 
mittels Kapillarkraft eingebracht (vgl. Beispiel 40). Nach 30 minutiger Inkubation bei 25°C wur- 
de die Phosphorylierung der entsprechenden Peptide mittels eines Phosphorlmagers von 
FUJEFILM detektiert Das resultierende Bild ist in Fig. 10A dargestellt. Die Spots mit hoher Sig- 
nalintensitat in alien drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase A 
phosphorylierten Peptiden zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 10D gezeigt. Es wird 
deutlich, daB die meisten Peptide auf der modifizierten Glasoberflache von Proteinkinase A er- 
kannt und phosphoryliert werden, die auch in dem in Losung durchgeftihrten Experiment gefun- 
den werden konnten (A. Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. 
Takeyama, Y. Nishizuka, 1985, Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by prote- 
in kinase C and adenosine 3 f :5 ! -monophosphate-dependent protein kinase, J. Biol Chem., 260, 
12492-12499). 

Fig. 11. Gezeigt ist eine Ubersicht verschiedener chemoselektiver Reaktionen nach dem Stand 
der Technik: A) Aldehyde (R 4 =H) oder Ketone (R 4 nicht H) und Amino-oxy-Verbindungen rea- 
gieren zu Oximen, B) Aldehyde (R 4 =H) oder Ketone (R 4 riicht H) und Thiosemicarbazide reagie- 
ren zu Thiosemicarbazonen, C) Aldehyde (R 4 =H) oder Ketone (R 4 nicht H) und Hydrazide rea- 
gieren zu Hydrazonen, D) Aldehyde (R 4 =H) oder Ketone (R 4 nicht H) und 1 ,2-Aminothiole rea- 
gieren zu Thiazolinen (X=S) bzw. 1,2-Aminoalkohole zu Oxazolinen (X=0) bzw. 1,2-Diamine 
reagieren zu Imidazolinen (X=NH), E) Thiocarboxylate und ot-Halocarbonyle reagieren zu Thi- 
oestern, F) Thioester und J3-Aminothiole reagieren zu 13-Mercaptoamiden, F) Mercaptane und 
Maleinimide reagieren zu Succinimiden. Der Rest R 1 stellt dabei Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Cycloalkyl- oder Aryl-Reste, bzw. Heterocyclen oder Oberfiachen dar und die Reste R 4 -R 6 stel- 
len dabei Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Cycloalkyl- oder Aryl -.Reste, bzw. Heterocyclen oder Ober- 
flachen oder H, D, bzw. T dar, wobei Alkyl fur verzweigte und unverzweigte Ci- 20- Alkyl, C3-20- 
Cycloalkyl, bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte Ci-12-Alkyl, C 3 .i2-Cycloalkyl und be- 
sonders bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte Q-6-AIkyl, C3-6-CycIoalkyl-Reste steht. Al- 
kenyl steht fur verzweigte und unverzweigte C2-20- Alkenyl, verzweigte und unverzweigte C1-20- 
Alkyl-O-C2-20-aIkenyI, Ci.2o(-0/S-C2-2o)2-2oalkenyl, Aryi-C2-20-alkenyl, verzweigte und unver- 
zweigte Heterocyclyl- C2-20-alkenyl, C3-20-Cycloalkenyl, bevorzugt fur verzweigte und unver- 
zweigte C 2 . j 2- Alkenyl, verzweigte und unverzweigte C1-12 (-0/S-C2-i2)2-i2alkenyl, besonders be- 
vorzugt fiir verzweigte und unverzweigte C 2 -<5-Alkenyl, verzweigte und unverzweigte C1-6 (-O/S- 
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C2-8)2-8alkenyl-Reste; Alkinyl steht fur verzweigte und unverzweigte C 2 -20-Alkinyl, verzweigte 
und unverzweigte C1-20 (-0/S-C 2 -2o)2-2oalkinyl, bevorzugt fur verzweigte und unverzweigte C2- 
12- Alkinyl, verzweigte und unverzweigte Cm2 (-0/S-C 2 -i2)2-i2alkinyl ? besonders bevorzugt fur 
verzweigte und unverzweigte C2-6- Alkinyl, verzweigte und unverzweigte Cj.6 (-0/S-C2-s)2- 
galkinyl-Reste; Cycloalkyl steht fur iiberbruckte und nicht-tiberbriickte C3-4o-Cycloalkyl, bevor- 
zugt fur uberbriickte und nicht-tiberbriickte C3-26-Cycloalkyl, besonders bevorzugt fur iiberbruck- 
te und nicht-uberbriickte C 3 -i 5 -Cycloalkyl-Reste, Aryl steht fur substituierte und unsubstituierte 
mono-oder multi-verkniipfte Phenyl-, Pentalenyl-, Azulenyl-, Anthracenyl-, Indacenyl-, Ace- 
naphtyl, Fluorenyl, Phenalenyl, Phenanthrenyl, bevorzugtftrr substituierte und unsubstituierte 
mono-oder multi-verkniipfte Phenyl-, Pentalenyl-, Azulenyl-, Anthracenyl-, Indenyl-, Indacenyl- 
, Acenaphtyl-, Fluorenyl, besonders bevorzugt fur substituierte und unsubstituierte mono-oder 
multi-verkniipfte Phenyl-, Pentalenyl-, Anthracenyl-Reste, sowie deren teilhydrierte Derivate. 
Heterocyclen konnen sein ungesattigte und gesattigte 3-15-gliedrige mono-bi und tricyclische 
Ringe mit 1-7 Heteroatomen, bevorzugt 3-10-gliedrige mono-bi und tricyclische Ringe mit 1-5 
Heteroatomen und besonders bevorzugt: 5,6 und 10-gliedrige mono-bi und tricyclische Ringe 
mit 1-3 Heteroatomen. 

Zusatzlich konnen am Alkyl, Alkenyl, Alkinyl, Cycloalkyl, Aryl, Heteroatome, Heterocyclen, 
Biomolekul oder Naturstoff 0 bis 30 (bervorzugt 0 bis 10, besonders bevorzugt 0 bis 5) der fol- 
gende Substituenten einzeln oder in Kombination untereinander auftreten; Fluor, Chlor, Brom, 
Iod, Hydroxyl, Amid, Ester, Saure, Amin, Acetal, Ketal, Thiol, Ether, Phosphat, Sulfat, Sulfo- 
xyd, Peroxyd, Sulfonsaure, Thioether, Nitril, Harnstoffe, Carbamat, wobei folgende bevorzugt 
sind: Fluor, Chlor, Brom, Hydroxyl, Amid, Ester, Saure, Amin, Ether, Phosphat, Sulfat, Sulfo- 
xyd, Thioether, Nitril, Harnstoffe, Carbamat, und besonders bevorzugt: Chlor, Hydroxyl, Amid, 
Ester, Saure, Ether, Nitril. 

Fig, 12. Schematisch gezeigt sind verschiedene Ausfuhrungsformen der Inkubation einer Anord- 
nung von Verbindungen (B1-B5) auf der Oberflache eines Tragers mit einem Agens (enzymati- 
sche Aktivitat, C), das in der Lage ist, unter den gegebenen Bedingungen bei einer oder mehre- 
ren Verbindungen im immobilisierten Zustand das Molekulargewicht zu verringern oder zu er- 
hohen. Dabei sollte die Verbindung zwischer der Oberflache und den immobilisierten Verbin- 
dungen (A) kovalent und regioselektiv sein. Fig. A zeigt eine Ausfuhrungsform, bei der das A- 
gens C auf die Oberflache aufgegeben wird. Fig. B dagegen zeigt eine Ausfuhrungsform, bei der 
das Agens C auf zwischen zwei einander zugewandte Oberflachen, die entweder gleiche oder 



WO 02/083933 PCT/EP02/04265 

32 

aber ungleiche Anordnungen von immobilisierten Verbindungen beeinhalten konnen, gegeben 
wird. 

Die nachfolgenden Beispiele betreffen die Funktionalisierung von Glas, dessen Oberflache als 
Oberflache fllr eine Immobilisierung erforderlich ist (Beispiele 1 bis 14), die Immobilisierung 
von verschiedenen mit einer reaktiven Gruppe versehenen Peptiden an eine Oberflache (Beispie- 
le 15 bis 24) und die Analyse von Kinase vermittelter Peptidmodifikation unter Verwendung der 
erfindungsgemaB immobilisierten Peptide (Beispiele 25-34). Dabei wurden die nachfolgend auf- 
gelisteten Abkiirzungen verwendet: 



Ala, A 


L-Alanin 


Aoa, O 


Aminooxyessigsaure 


Arg,R 


L-Arginin 


Asn, N 


L-Asparagin 


Asp, D 


L-Asparaginsaure 


ATP 


Adenosin-5 '-triphosphat 


PAla, B, 


BAL (3-Alanin, 3-Aminopropionsaure 


Boc 


tertiar-Butoxycarbonyl 


Cit . 


L-Citrullin 


Cys, C 


L-Cystein 


DCM 


Dichlormethan 


DIC 


Af,AP-Diisopropylcarbodiimid 


- DBPEA 


AyV^Diisopropylethylamin — — - - — 


DMF 


A^V-Dimethylformamid 


DMF 


A^-Dimethylformamid 


DMSO 


Dimthylsulfoxid 


EGTA 


Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-AW 


Et 


Ethyl 


Fmoc 


9-Fluorenylnxethoxycarbonyl 


Gln,Q 


Glutamin 


Glu,E 


L-Glutaminsaure 


Gly, G 


Glycin 



HBTU ©-(Benzotriazol-l-yO-AWA^ 
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His, H 


L-Histidin 


HPLC 


high-performance liquid chromatography 


He, I 


L-Isoleucin 


L 


Liter 


Leu, L 


L-Leucin 


Lys, K 


L-Lysin 


M 


molar 


MBHA 


Methvlbenzhvdrvlamin 


MBP 


mvelin basic protein 

J.11 J Villi l~4.l_Fl V A *■* A. 11 


MeOH 


Methanol 


Met M 


T -Methionin 


mT 

lllXv 


TVTi 111 liter 

AYAA AAA A A Lvl 


mlVT 

1AAJ.VA. 


millimolar 

1111 llllilv i *-il 


mPXfA 




nL 


Nanoliter 


Phe, F 


L-Phenylalanin 


Phf 

x ui 


2,2,4,6,7 -Pentamethyl-dihydrobeiizofuran-5-sulfonyl 


Prn P 
ifUj x 


T -Prolin 

Xj X X KJ1J.11 


PTFF 


Polvtetrafluorethvlen 

X V</ 1 J V Km* VI VI 1 1 UV1 VI 1 Y 1^/11 


PVC 


Polwinvlchlorid 


PVDF 

X V I— 'A- 


Polwinvldifluorid 

JL 1 Jr t ill T ivi-lix v*x^i ix* 


RNA 


ribonucleic acid 


RP 


reversed-nhase 


RT 


Raumtemperatur 


SDS 


Natriumlaurylsulfat 




T -Serin 

1> U wi All 


LOU 


terti ar-Rutvl 

Ivl LI CU J— » U. L jr A 




Tri fl n nre«! *?i ff^aure 

X 1 111 UUl VOkJlgOClUA w 


rpTTT? 


1 etranyororuran 


Thr,T 


L-Threonin 


Tris 


2-Amino-2-hydroxymethyl-l ,3-propandiol 


Tip, W 


L-Tryptophan 


Tween20 


Polyoxyethylen-Sorbitant-Monolaurat (Wz. der Fa. Atlas Chemie) 
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Tyr,Y 



L-Tyrosin 



U 



unit 



Val, V 



L-Valin 



Dabei wurden die folgenden Reagenzien und Losungsmittel benutzt: 



Brom, tert. -Butyl-Methyl-Ether, 1,3-Diisopropylcarbodiimid, N,N-Diisopropylethylamin Eises- 
sig, Glycerol, Harnstoff, 40%ige Hydroxylaminldsung, Piperidin, Triethylamin, Dichlormethan, 
Diethylether, N,N-Dimethylformamid, Ethanol, Methanol, und Tetrahydrofiiran stammen von 
Merck Eurolab (Darmstadt, Deutschland). Oxalylchlorid, Natriumthiocyanat, Trifluoressigsaure, 
Dimethylsulfoxid, Thioacetamid, Lawessons Reagenz, Ameisensaure, und Thioharnstoff wurden 
von Fluka (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Adenosin-5'-triphosphat, 2-Amino-2- 
hydroxymethyl-l,3-propandiol-hydrochlorid, Natriumchlorid, Magnesiumchlorid, 1,4-dithio- 
DL-threitol, Natriumlaurylsulfat, Polyoxyethylen-Sorbitant-Monolaurat, und Ethylenglycol-bis- 
(2-aminoethyl)-N,N,N\N'-tetraessigsaure stammen von Sigma (Taufkirchen, Deutschland). Das 
Rink-Amid-MBHA-Harz, (Benzotriazol-l-yl)-N,N,N\N'- 
tetramethyluroniumhexafluorophosphat, sowie alle Fmoc-Aminosaure-pentafluorphenylester 
wurde bei der Firma Novabiochem (Bad Soden, Deutschland) bezogen. 

Zur SPOT-Synthese wurden Zellulose Membranen "Whatman 50" (Whatman Maidstone, UK) 
verwendet. 

Chromatographic und physikalische Daten: 

RP- 1 8-HPLC-MS-Analysen wurden durch Chromatographie unter Verwendung eines Hewlett 
Packard Serie 1100-Systems (Entgaser G1322A, Quaternare Pumpe G1311A, Automatischer 
Probengeber G1313A, Thermostatisiertes Saulenfach G 1316A, Variabler UV-Detektor 
G1314A) und gekoppelter ESI-MS (Finnigan LCQ Ion-Trap-Massenspektrometer) durchgefuhrt. 
Die Trennung erfolgte an RP-18-Saulenmaterial (Vydac 218 TP5215, 2.1x150 mm, 5 fim> C18, 
300 A mit Vorsaule) bei 30°C und einem FluB von 0.3 mL/min unter Anwendung eines linearen 
Gradienten flir alle Chromatogramme (5-95% B innerhalb von 25 min, wobei A: 0.05% TFA in 
Wasser und B: 0.05% TFA in CH 3 CN). Die UV-Detektion erfolgte bei A=220 nm. 

Praparative HPLC wurde mit einem System der Firma Merck/Hitachi (Quaternare Pumpe L- 
6250, Variabler UV-Detektor L-/400, Interface D-7000, Software: HPLC Systemmanager D- 
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7000 fur NT 4.0) unter Verwendung einer Saule der Firma Merck Eurolab (LiChrospher 100, 
RP18, 10x250 mm) bei einem LdsungsmittelfluB von 6.0 mL/min durchgefuhrt. Das verwendete 
Losungsmittelsystem setzte sich aus den Komponenten A (H 2 O/0.1 Vol-% TFA) und B 
(CH3CN/O.I Vol-% TFA) zusammen. 

Gerate zur Herstellung der loslichen Peptide: 

Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide wurden als C-terminale Peptidamide mit Hilfe 
eines parallelen Syntheseautomaten "Syro" (MultiSynTech, Witten, Deutschland) nach dem 
Standard Fmoc-Protokoll an Rink-Amid-MBHA-Harz synthetisiert. Alle erhaltenen Peptide 
wurden, nach Spaltung vom Harz und Abspaltung aller Schutzgruppen, mittels HPLC-MS analy- 
siert und zeigten die gewiinschten Molekulionensignale. Nach anschlieBender HPLC-Reinigung 
wurden die Peptide lyophilisiert und bei -20°C gelagert. 

Die zur Imobilisierung verwendeten Peptide (13mere Peptide der Proteine MBP, Casein, Histon 
HI) wurden nach der Standard-SPOT-Synthesemethode automatisch mit dem Gerat Autospot 
AMS 222 (Abimed, Langenfeld, Deutschland) unter Anwendung der Steuersoftware Autospot 
XL Ver. 2.02 durchgefiihrt. Die Waschschritte erfogten in Edelstahlschalen (Merck Eurolab), die 
auf einem Wipptisch bewegt wurden. 



Beispiele 



Beispiel 1: Maleinimido-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

4-Maleinimidobuttersaure (Fluka, 63174) wurde 0.3 M in DMF gelost. Die resultierende Mi- 
schung wurde durch die Zugabe von einem halben Aquivalent Di-iso-propylcarbodiimid (DIC) 
15 min bei Raumtemperatur (RT) aktiviert. Mit Druckluft gereinigte aminopropylsilylierte Glas- 
oberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) wurden mit der so erhaltenen Maleini- 
midobuttersaureanhydrid-Losung tiberschichtet und drei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend 
wurden die so behandelten Glasoberflachen funfmal mit jeweils 30 mL DMF je 3 Minuten bei 
RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL Dichlormethan 
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(DCM) bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 
4°C gelagert. 

Beispiel 2: Maleinimido-Funktionalisierung poly-lysinmodifizierter Glasoberflachen 

6-Maleinimidocapronsaure (Fluka, 63176) wurde 0.3 M in DMF gel6st. Die resultierende Mi- 
schung wurde durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei Raumtemperatur 
(RT) aktiviert. Mit Drucklufl gereinigte poly-Iysinmodifizierte Glasoberflachen (Sigma, Poly- 
Prep™, P0425, 2.5 x 7.5 cm) wurden mit der so erhaltenen Maleinimidocapronsaureanhydrid- 
Losung drei Stunden bei RT inkubiert. Dabei wurden 60 ^iL dieser Losung durch Kapillarkrafte 
in den Spalt, der durch zwei aufeinanderliegende modifizierte Glasoberflachen gebildet wird, 
aufgegeben. Anschlieflend wurden die so behandelten Glasoberflachen ftinfmal mit jeweils 30 
mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit je- 
weils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwen- 
dung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 3: Aldehyd-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

4-Carboxybenzaldehyd (Fluka, 21873) wurde 0.3 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung 
wurde durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druck- 
luft gereinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, 
S4651) wurden mit der so erhaltenen aktivierten Carboxybenzaldehyd-Losung tiberschichtet und 
drei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen funf- 
mal mit jeweils 30 mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je 
drei Minuten mit jeweils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur 
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 4: Keton-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

Lavulinsaure (Fluka, 61380) wurde 0.3 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung wurde 
durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druckluft ge- 
reinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) 
wurden mit der so erhaltenen Lavulinsaureanhydrid-LQsung uberschichtet und drei Stunden bei 
RT inkubiert. Anschliefiend wurden die so behandelten Glasoberflachen funfmal mit jeweils 30 
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mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit je- 
weils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwen- 
dung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 5: Bromacetylierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

Bromessigsauresaure wurde 0.4 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung wurde durch die 
Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druckluft gereinigte 
aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) wurden mit 
der so erhaltenen Bromessigsaureanhydrid-Losung uberschichtet und drei Stunden bei RT inku- 
biert. AnschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen funfinal mit jeweils 30 mL DMF 
je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL 
DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C 
gelagert. 

Beispiel 6: 4-Bromomethylbenzoesaure-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glas- 
oberflachen 

4-Bromomethylbenzoesaure wurde 0.3 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung wurde 
durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druckluft ge- 
reinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) 
wurden mit der so erhaltenen 4-Bromomethylbenzoesaureanhydrid-L6sung uberschichtet und 
drei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen ftinf- 
mal mit jeweils 30 mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je 
drei Minuten mit jeweils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur 
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 7: Phenylthioharnstoff-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

4-Carboxyphenylthioharstoff (Lancaster, 13047) wurde 0.2 M in DMF gelost. Die resultierende 
Mischung wurde durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. 
Mit Druckluft gereinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane- 
Prep™, S4651) wurden mit der so erhaltenen aktivierten Losung uberschichtet und drei Stunden 
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen fiinftnal mit jeweils 
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30 mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit 
jeweils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Ver- 
wendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 8: Thioamid-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

Bemsteinsaure-mono-thioamid wurde 0.2 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung wurde 
durch die Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druckluft ge- 
reinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) 
wurden mit der so erhaltenen modifizierten Bernsteinsaureanhydrid-Losung uberschichtet und 
drei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieCend wurden die so behandelten Glasoberflachen fiinf- 
mal mit jeweils 30 mL DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je 
drei Minuten mit jeweils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur 
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 9: Bromoketon-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

l,4-Dibrom-2,3-Diketobutan (Aldrich, D3,916-9) wurde 0.2 M in DMF 0.1% Triethylamin ge- 
lost. Mit Druckluft gereinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Sila- 
ne-Prep™, S4651) wurden mit Losung iiberschichtet und sieben Stunden bei RT inkubiert. An- 
schlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen funfmal mit jeweils 30 mL DMF je 3 
Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL 
DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C 
gelagert. 

Beispiel 10: Bromoketon-Funktionalisierung thioamidmodifizierter Glasoberflachen 

Die in diesem Beispiel dargestellten Strukturen ermoglichen eine einfache und mit guten Aus- 
beuten verlaufende Oberflachenmodifikation 

Mit Bemsteinsaure-mono-thioamid umgesetzte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 
cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) (vgl. Beispiel 8) wurden mit einer 0.1 M l,4-Dibrom-2,3- 
Diketobutan-Losung (Aldrich, D3, 916-9) in Ethanol uberschichtet und drei Stunden bei RT in- 
kubiert. AjaschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen funfmal mit jeweils 30 mL 
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Ethanol je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit je- 
weils 30 mL DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwen- 
dung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 11: Bromoketon-Funktionalisierung phenylthioharstoffmodifizierter Glasoberfla- 
chen 

Die in diesem Beispiel dargestellten Strukturen ermoglichen eine einfache und mit guten Aus- 
beuten verlaufende Oberflachenmodifikation 

Mit 4-Carboxyphenylthioharstoff umgesetzte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 
cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) wurden mit einer 0.1 M l,4-Dibrom-2,3-Diketobutan-L6sung 
in Ethanol uberschichtet und drei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die so behan- 
delten Glasoberflachen flinfinal mit jeweils 30 mL Ethanol je 3 Minuten bei RT gewaschen. 
Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL DCM bei RT wurden die Glas- 
oberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 12: Brombrenztraubensaure-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasober- 
flachen 

Diese Oberflachenmodifikation zeigt, daB es moglich, auch sehr kleine Strukturen zur Ufliwand- 
lung einer aminofunktionalisierten in eine bromketonfunktionalisierte GlasoberflSche zu benutz- 
ten. Dabei stellt die Brombrenztraubensaure die kleinste mogliche Verbindung dar, die sowohl 
die fur die Amidbindungskntipfung notwendige Carboxyl-Funktion als auch die fur die nachfol- 
gende Immobilisierung des Biomolekuls notwendige alpha-Brom-Keto-Funktion enthalt. 

Natriumpyruvat wurde mit Oxalylchlorid in in das entsprechende Saurechlorid uberflihrt. Mit 
Druckluft gereinigte aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, 
S4651) wurden mit der so erhaltenen Losung Uberschichtet und 5 Stunden bei RT inkubiert. An- 
schlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen flinfinal mit jeweils 30 mL DMF je 3 
Minuten bei RT gewaschen. Nach jeweils dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 
mL Methanol und DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet. Die so erhaltenen 
Brenztraubensaure-modifizierten Glasoberflachen wurden durch einstundige Behandlung mit 
einer Losung von 0.1 mL Brom in 10 mL Eisessig in die Brombrenztraubensaure-modifizierten 
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Glasoberflachen uberfiihrt. Nach jeweils dreimaligem Waschen je drei Minuten rnit jeweils 30 
mL Methanol und DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren 
Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 13: Bromacetophenon-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glasoberflachen 

4-Acetylbenzoesaure wurde 0.3 M in DMF gelost. Die resultierende Mischung wurde durch die 
Zugabe von einem halben Aquivalent DIC 15 min bei RT aktiviert. Mit Druckluft gereinigte 
aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, Silane-Prep™, S4651) wurden mit 
der so erhaltenen 4-Acetylbenzoesaureanhydrid-Losurig uberschichtet und 3 Stunden bei RT 
inkubiert. AnschlieBend wurden die so behandelten Glasoberflachen ftinfmal mit jeweils 30 mL 
DMF je 3 Minuten bei RT gewaschen. Nach jeweils dreimaligem Waschen je drei Minuten mit 
jeweils 30 mL Methanol und DCM bei RT wurden die Glasoberflachen getrocknet. Die so modi- 
fizierten Glasoberflachen wurden durch einstundige Behandlung mit einer Losung von 0. 1 mL 
Brom in 10 mL Eisessig in die Bromacetophenon-modifizierten Glasoberflachen uberfiihrt. Nach 
jeweils dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL Methanol und DCM bei RT 
wurden die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 14: Thiocyanato-acetophenon-Funktionalisierung aminopropylsilylierter Glas- 
oberflachen 

Bromacetophenon-modifizierte, aminopropylsilylierte Glasoberflachen (2.5 x 7.5 cm; Sigma, 
Silane-Prep™, S4651) (vgl. Beispiel 13) wurden mit einer 0.1 M Losung von Natrium- 
thiocyanat in Ethanol uberschichtet und fiinf Stunden bei 50°C inkubiert. AnschlieBend wurden 
die so behandelten Glasoberflachen funfmal mit jeweils 30 mL Ethanol je 3 Minuten bei RT ge- 
waschen. Nach dreimaligem Waschen je drei Minuten mit jeweils 30 mL DCM bei RT wurden 
die Glasoberflachen getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 15: Immobilisierung cysteinhaltiger Peptide an maleinimido-funktionalisierten 
Glasoberflachen 

a) Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide wurden nach Standardmethoden der Fmoc- 
basierenden Chemie an der festen Phase als C-terminale Peptidamide synthetisiert. Dabei wur- 
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den entsprechend geschiitzte Fmoc-Aminosauren mit einem Aquivalent HBTU und drei Aquiva- 
lenten Diisopropylethylamin in DMF aktiviert und an Rink-Amind-MBHA-Harz in DMF ge- 
koppelt. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter Verwendung von 20% Piperidin 
in DMF 30 min bei RT. Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen(tBu fur Serin, Threo- 
nin, Tyrosin, Glutaminsaure und Asparaginsaure; Boc flir Lysin; Trityl fur Asparagin, Glutamin, 
Cystein, Histidin und Pbf fur Arginin) und die gleichzeitige Ablosung vom Polymer erfolgte 
durch zweistundige Behandlung mit 97% Trifluoressigsaure bei RT. Die resultierende Mischung 
wurde filtriert und das Filtrat durch Zugabe von tert.Butyl-Methyl-Ether gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde abgetrennt und mittels HPLC an RP18-Material mit Acetonitril/Wasser Mischun- 
gen (0.1% Trifluoressigsaure) gereinigt. Die das gewiinschte Produkt enthaltenden Fraktionen 
wurden lyophilisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

b) Die HPLC-gereinigten cysteinhaltigen Peptide wurden in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer 
pH 7.5 gelost (finale Konzentation der Peptide 10 mM). Anschliefiend wurde bei RT jeweils 1 
liL dieser Losung auf die maleinimido-funktionalisierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 1) mit- 
tels einer Eppendorf-Pipette aufgespottet und diese eine Stunde bei RT in einer nahezu wasser- 
gesattigten Atmosphare inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destil- 
liertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 300 mM Losung von 
Mercaptoethanol in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.5 inkubiert, um die restlichen Malei- 
nimidofunktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils fiinfmal je 3 Mi- 
nuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 mL 
Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur 
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 16: Immobilisierung cysteinhaltiger Peptide an bromacetylierten Glasoberflachen 

Die HPLC-gereinigten cysteinhaltigen Peptide wurden in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 
6.5 gelost (finale Konzentation der Peptide 5 mM). Anschliefiend wurde bei RT jeweils 1 ^L 
dieser Losung auf die funktionalisierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 5) mittels einer Eppen- 
dorf-Pipette aufgespottet und diese eine Stunde bei RT in einer nahezu wassergesattigten Atmo- 
sphare inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destilliertem Wasser 
wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 300 mM Losung von Mercaptoetha- 
nol in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.5 inkubiert, um die restlichen Maleinimidofunkti- 
onen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils fiinfmal je 3 Minuten mit je 
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50 mL Wasser bei RT und anschlieflend jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 mL Methanol 
bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur weiteren 
Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 17: Immobilisierung cysteinhaltiger Peptide an aldehyd-funktionalisierten Glas- 
oberflachen 

Die gereinigten cysteinhaltigen Peptide wurden in 200 rriM Natrium-Phosphatpuffer pH 5.5 ge- 
lost (finale Konzentation der Peptide 5 mM), der 200 mM Tris-carboxyethylphosphin enthalt. 
AnschlieBend wurde bei RT jeweils 1 jiL dieser Losung auf die aldehyd-fiinktionalisierten Glas- 
oberflachen (vgl. Beispiel 3) mittels einer Eppendorf-Pipette aufgespottet und diese vier Stunden 
bei RT in einer nahezu wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei 
RT mit jeweils 100 mL destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 
mL einer 40%igen wassrigen Losung Hydroxylamin 30 Minuten bei RT inkubiert, urn die restli- 
chen Aldehydfunktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils funfmal je 
3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 
mL Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis 
zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 18: Immobilisierung cysteinhaltiger Peptide an maleinimido-funktionalisierten 
Glasoberflachen 

a) Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide (43 serin/threonin-haltige Peptide und die ent- 
sprechenden 43 Kontrollpeptide) wurden nach Standard-SPOT-Synthesemethoden (R.Frank, 
Tetrahedron, 48, 1992, S.92 17-9232; A.Kramer und J. Schneider-Mergener, Methods in Molecu- 
lar Biology, vol 87: Combinatorial Peptide Library Protocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; 
Humana Press Inc., Totowa, NJ) an Cellulose als C-terminale Peptidamide synthetisiert. Dabei 
wurden entsprechend geschutzte Fmoc-Aminosaure-pentafluorphenylester in DMF gelost und 
jeweils IjllL aufgespottet. Die Kupplungsreaktion erfolgte doppelt jeweils 25 min bei RT. Die 
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter Verwendung von 20% Piperidin in DMF 20 
min bei RT. Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen (tBu fur Serin, Threonin, Tyrosin, 
Glutaminsaure und Asparaginsaure; Boc ftir Lysin; Trityl fur Asparagin, Glutamin, Cystein, 
Histidin und Pbf fllr Arginin) erfolgte durch zweistundige Behandlung mit 97% Trifluoressigsau- 
re bei RT. AnschlieCend wurden die cellulose-gebundenen Peptide mit DCM, MeOH und 
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Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Abspaltung der Peptide von der Cellu- 
lose erfolgte unter Verwendung von Ammoniakgas 24 Stunden bei RT. Die Spots mit den physi- 
kalisch adsorbierten Peptiden wurden ausgestanzt und in 96-well Mikrotiterplatten iiberfuhrt. 
Nach Ablosen der Peptide mit je 200 jiL 20% Methanol unter Ultraschallbedingungen wurden 
die Proben filtriert, in 384well Mikrotiterplatten iiberfuhrt, lyophilisiert und bis zur weiteren 
Verwendung bei -20°C gelagert. Die nachfolgende Liste gibt eine Ubersicht bezuglich der syn- 
thetisierten Peptidsequenzen und erlaubt gleichzeitig die Zuordnung der Peptidnummern in den 
Fig. 8 und 9 zu den entsprechenden Sequenzen (BA1=J3-Alanin). 

1 Cys-BAl-Lys-Lys-Ala-Leu-Arg-Arg-Gln-Glu^ 

2 Cys-BA1-Lys-Lys-Ala-Leu-Arg-Arg-Gln-Glu-Ala-Val-Asp-Ala-Leu-NH 2 

3 Cys-BA1-Ala-Lys-Ajg-Arg-Arg-Leu-Ser-Ser-Leu-Arg-Ala-NH 2 

4 Cys-BA1-Ala-Lys-Arg-Arg-Arg-Leu-Ala-Ala-Leu-Arg-Ala-NH 2 

5 Cys-BA1-Gly-Arg-Thr-Gly-Arg-Arg-Asn-Ser-Ile-NH 2 

6 Cys-BA1-Gly-Arg-Ala-Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile-NH 2 

7 Cys-BA1-Asp-Asp-Asp-Glu-Glu-Ser-Ile-Thr-Arg-Arg-NH 2 

8 Cys-BA1-Asp-Asp-Asp-Glu-Glu-Ala-Ile-Ala-Arg-Arg-NH 2 

9 Cys-BAl-Glu-Arg-Ser»Pro-Ser-Pro-Ser-Phe-Arg-NH 2 

1 0 Cys-B Al-Glu- Arg-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Phe- Arg-NH 2 

11 Cys-BAl-Gly-Arg-Pro-Arg-Thr-Ser-Ser-Phe-Ala-Glu-Gly-NH 2 

1 2 Cys-B Al-Gly-Arg-Pro- Arg- Ala- Ala-Ala-Phe-Ala-Glu-Gly-NH 2 

13 Cys-BA1-Lys-Lys-Lys-Ala-Leu-Ser-Arg-Gln-Leu-Ser-Val-Ala-Ala-NH 2 

14 Cys-BA1-Lys-Lys-Lys-Ala-Leu-Ala-Arg-Gln-Leu-Ala-Val-Ala-Ala-NH 2 

15 Cys-BA1-Lys-Lys-Leu-Asn-Arg-Thr-Leu-Ser-Val-Ala-NH 2 

1 6 Cys-B Al-Lys-Lys-Leu- Asn-Arg- Ala-Leu- Ala-Val-Ala-NH 2 

17 Cys-BA1-Lys-Arg-Gln-Gln-Ser-Phe-Asp-Leu-Phe-NH 2 

18 Cys-BA1-Lys-Arg-Gln-Gln-Ala-Phe-Asp-Leu-Phe-NH 2 

19 Cys-BAl-Lys-Arg-Arg-Glu-Ile-Leu-Ser-Arg-Arg-Pro-Ser-Tyr-Arg-NH 2 

20 Cys-BAl-Lys-Arg-Arg-Glu-He-Leu-Ala-Arg-Arg-Pro-Ala-Phe-Arg-NH 2 

21 Cys-BAl-Leu-Arg-Ala-Pro-Ser-Tip-Ile-Asp-Thr-NH 2 

22 Cys-BAl-Leu-Arg-Ala-Pro-Ala-Trp-Ile-Asp-Ala-NH 2 

23 Cys-BAl-Pro-Leu-Ser-Arg-Thr-Leu-Ser-Val-Ala-Ala-Lys-Lys-NH 2 

24 Cys-BAl-Pro-Leu-Ala-Arg-Ala-Leu-Ala-Val-Ala-Ala-Lys-Lys-NH 2 

25 Cys-BAl-Pro-Leu-Ser-Arg-Thr-Leu-Ser-Val-Ser-Ser-NH 2 
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26 Cys-BAl-Pro-Leu-Ala-Arg-Ala-Leu-Ala-Val-Ala-Ala-NH 2 

27 Cys-B Al-Gln-Lys-Arg-Pro-S er-Gln-Arg-Ser-Lys-Tyr-Leu-NH 2 

28 Cys-BAl-Gln-Lys-Arg-Pro-Ala-Gln-Arg-Ala-Lys-Phe-Leu-NH 2 

29 Cys-BA1-Arg-Lys-Ile-Ser-Ala-Ser-Glu-Phe-NH 2 

30 Cys-BA1-Arg-Lys-Ile-Ala-Ala-Ala-Glu-Phe-NH 2 

3 1 Pro-Lys-Thr-Pro-Lys-Lys-Ala-Lys-Lys-Leu-BAl-Cys-NH 2 

32 Pro-Lys-Ala-Pro-Lys-Lys-Ala-Lys-Lys-Leu-BA1-Cys-NH 2 

33 Cys-BAl-Arg-Pro-Arg-Ala-Ala-Thr-Phe-NH 2 

34 Cys-BAl-Arg-Pro-Arg-Ala-Ala-Ala-Phe-NH 2 

35 Cys-BAl-Arg-Axg-Arg-Ala-Pro-Leu-Ser-Pro-NH 2 

36 Cys-BAl-Arg-Axg-Arg-Ala-Pro-Leu-Ala-Pro-NH 2 

37 Cys-BA1-Arg-Arg-Arg-Glu-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Glu-NH 2 
3 8 Cys-B Al- Arg-Arg- Arg-Glu-Glu-Glu-Ala-Glu-Glu-Glu-NH 2 

39 Cys-BA1-Met-His-Arg-Gln-Glu-Thr-Val-Asp-Cys-Leu-Lys-NH 2 

40 Cys-BA1-Met-His-Arg-Gln-Glu-Ala-Val-Asp-Cys-Leu-Lys-NH 2 

41 Cys-BA1-Lys-Lys-Arg-Phe-Ser-Phe-Lys-Lys-Ser-Phe-Lys-Leu-NH 2 

42 Cys-BA1-Lys-Lys-Arg-Phe-Ala-Phe-Lys-Lys-Ala-Phe-Lys-Leu-NH 2 

43 Cys-BAl-Pro-Lys-Asp-Pro-Ser-Gln-Arg-Arg-Arg-NH 2 

44 Cys-BAl-Pro-Lys-Asp-Pro-Ala-Gln-Arg-Arg-Arg-NH 2 

45 Cys-BA1-Ile-Ala-Ala-Asp-Ser-Glu-Ala-Glu-Gln-NH 2 

46 Cys-BA1-Ile-Ala-Ala-Asp-Ala-Glu-Ala-Glu-Gln-NH 2 

47 Cys-BAl-Ser-Pro-Ala-Leu-Thr-Gly-Asp-Glu-Ala-NH 2 

48 Cys-BAl-Ala-Pro-Ala-Leu-Ala-Gly-Asp-Glu-Ala-NH 2 

49 Cys-BAl-Gly-Arg-Ile-Leu-Thr-Leu-Pro-Arg-Ser-NH 2 

50 Cys-BAl-Gly-Arg-Ile-Leu-Ala-Leu-Pro-Arg-Ala-NH 2 

5 1 Cys-B Al-Met-Gly-Glu-Ala-Ser-Gly-Cys-Gln-Leu-NH 2 

52 Cys-BA1-Met-Gly-Glu-Ala-Ala-Gly-Cys-Gln-Leu-NH 2 

53 Cys-BAl-Glu-Glu-Thr-Pro-Tyr-Ser-Tyr-Pro-Thr-NH 2 

54 Cys-BAl-Glu-Glu-Ala-Pro-Phe-Ser-Phe-Pro-Ala-NH 2 

55 Cys-BA1-Gly-Asn-His-Thr-Tyr-Gln-Glu-Ile-Ala-NH 2 

56 Cys-BA1-Gly-Asn-His-Ala-Phe-Gln-Glu-Ile-Ala-NH 2 

57 Leu-Arg-Ser-Pro-Ser-Trp-Glu-Pro-Phe-BAl-Cys-NH 2 

58 Leu-Arg-Ala-Pro-Ala-Trp-Glu-Pro-Phe-BAl-Cys-NH 2 

59 Ser-Ser-Pro-Val-Tyr-Gln-Asp-Ala-Val-BAl-Cys-NH 2 
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60 Ala-Ala-Pro-Val-Phe-Gln-Asp-Ala-Val-BAl-Cys-NH 2 

6 1 Cys-B Al-Ser-Arg-Thr-Leu-Ser- Val-S er-S er-Leu-NH 2 

62 Cys-BA1-Ala-Arg-Ala-Leu-Ala-Val-Ala-Ala-Leu-NH 2 

63 Leu-Ser-Val-Ser-Ser-Leu-Pro-Gly-Leu-BAl-Cys-NH 2 

64 Leu-Ser-Val-Ala-Ala-Leu-Pro-Gly-Leu-BAl-Cys-NH 2 

65 Cys-BA1-Val-Thr-Pro-Arg-Thr-Pro-Pro-Pro-Ser-NH 2 

66 Cys-BAl-Val-Ala-Pro-Arg-Ala-Pro-Pro-Pro-Ala-NH 2 

67 Cys-B Al-Arg-Phe- Ala- Arg-Lys-Gly-S er-Leu- Arg-Gln-Lys- Asn-Val-NH 2 

68 Cys-BA1-Arg-Phe-Ala-Axg-Lys-Gly-Ala-Leu-Arg-Gln-Lys-Asn-Val-NH 2 

69 Cys-BAl-Pro-Arg-Pro-Ala-Ser-Val-Pro-Pro-Ser-NH 2 

70 Cys-BA1-Pro-Arg-Pro-Ala-Ser-Ala-Val-Pro-Pro-Ala-NH 2 

7 1 Cys-B Al-Arg-Glu- Ala- Arg-Ser-Arg- Ala-Ser-Thr-NH 2 

72 Cys-BA1-Arg-Glu-Ala-Arg-Ala-Arg-Ala-Ala-Ala-NH 2 

73 Gln-Ser-Tyr-Ser-Ser-Ser-Gln-Arg-Val-BA1-Cys-NH 2 

74 Gln-Ser-Tyr-Ala-Ala-Ala-Gln-Arg-Val-BA1-Cys-NH 2 

75 Cys-BAl-Gly-Gly-Gly-Thr-Ser-Pro-Val-Phe-Pro-NH 2 

76 Cys-BAl-Gly-Gly-Gly-Ala-Ala-Pro-Val-Phe-Pro-NH 2 

77 Leu-Tyr-Ser-Ser-Ser-Pro-Gly-Gly-Ala-BAl-Cys-NH 2 

78 Leu-Tyr-Ala-Ala-Ala-Pro-Gly-Gly-Ala-BAl-Cys-NHz 

79 Cys-BAl-Asp-Leu-Pro-Leu-Ser-Pro-Ser-Ala-Phe-NH 2 

80 Cys-BA1-Asp-Leu-Pro-Leu-Ala-Pro-Ala-Ala-Phe-NH 2 

8 1 Cys-B Al-Thr-Thr-Pro-Leu-Ser-Pro-Thr-Arg-Leu-NH 2 

82 Cys-BAl-Ala-Ala-Pro-Leu-Ala-Pro-Ala-Arg-Leu-NH 2 

83 Arg-Arg-Ile-Ser-Lys-Asp-Asn-Pro-Asp-Tyr-Gln-Gln-Asp-BAl-Cys-NH 2 

84 Arg-Arg-Ile-Ala-Lys-Asp-Asn-Pro-Asp-Tyr-Gln-Gln-Asp-BAl-Cys-NH 2 

85 Cys-BA1-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 

86 Cys-BA1-Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 

b) Die Aufbringung der in Mikrotiterplatten vorliegenden cysteinhaltigen Peptide auf die malei- 
nimido-funktionalisierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 1) erfolgte mittels eines NanoPlotters 
der Firma Gesim. Dabei betrug der Spot-zu-Spot-Abstand 1 mm. Pro Spot wurden 0.8 nL einer 
PeptidlSsung in 100 mM PBS Puffer pH 7.8, die 20 % Glycerin enthielt, aufgebracht und diese 
Anordnung vier Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 
mL destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 300 mM 
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Losung von Mercaptoethanol in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.5 inkubiert, um die rest- 
lichen Maleinimidofunktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils 
funfmal je 3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 Minu- 
ten mit je 50 mL Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurdeh ge- 
trocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 19: Immobilisierung von Anthraniloyl-peptiden an aldehyd-funktionalisierten 
Glasoberflachen 

a) Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide (jeweils 13mere Peptide, die die gesamte Pri- 
marstruktur der Proteine MBP, Casein und Histon HI reprasentieren) wurden nach Standard- 
SPOT-Synthesemethoden (R.Frank, Tetrahedron, 48, 1992, S.9217-9232; A.Kramer und J. 
Schneider-Mergener, Methods in Molecular Biology, vol 87: Combinatorial Peptide Library Pro- 
tocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; Humana Press Inc., Totowa, NJ) an Cellulose als C- 
terminale Peptidamide synthetisiert. Dabei wurden entsprechend geschutzte Fmoc-Aminosaure- 
pentafluorphenylester in DMF gelost und jeweils \\iL aufgespottet. Die Kupplungsreaktion er- 
folgte doppelt jeweils 25 min bei RT. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter 
Verwendung von 20% Piperidin in DMF 20 min bei RT. Nach der letzten Fmoc-Abspaltung 
wurden die N-Termini der cellulose-gebundenen Peptide durch eine funfstundige Inkubation mit 
einer gesattigten Losung von Isatursaure in DMF bei 50°C in die entsprechenden 2- 
aminobezoylierten Derivate uberfuhrt. Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen (tBu fur 
Serin, Threonin, Tyrosin, Glutaminsaure und Asparaginsaure; Boc fur Lysin; Trityl fur Aspara- 
gin, Glutamin, Cystein, Histidin und Pbf fur Arginin) erfolgte durch zweistUndige Behandlung 
mit 97% TrifluoressigsSure bei RT. Anschliefiend wurden die cellulose-gebundenen Peptide mit 
DCM, MeOH und Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Abspaltung der Pep- 
tide von der Cellulose erfolgte unter Verwendung von Ammoniakgas 24 Stunden bei RT. Die 
Spots mit den physikalisch adsorbierten Peptiden wurden ausgestanzt und in 96-well Mikroti- 
terplatten iiberflihrt. Nach Ablosen der Peptide mit je 200 jxL 20% Methanol unter Ultraschall- 
bedingungen wurden die Proben filtriert, in 384well Mikrotiterplatten uberfiihrt, lyophilisiert und 
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

b) Die in Mikrotiterplatten vorliegenden Anthraniloyl-peptide wurden in 200 mM Natrium- 
Phosphatpuffer pH 6.0 gelost (finale Konzentation der Peptide 0.5 mM), der 15 Vol% DMSO 
enthielt. Anschliefiend wurde bei RT jeweils 0.01 jiL dieser Losung auf die aldehyd- 
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modifizierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 3) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim auf- 
gebracht und diese vier Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit je- 
weils 100 mL destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 
40%igen wassrigen L6sung Hydroxylamin 30 Minuten bei RT inkubiert, urn die restlichen Alde- 
hydfunktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils funfmal je 3 Minu- 
ten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschlieGend jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 mL 
Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur 
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 20: Immobilisierung aminooxyessigsaurehaltiger Peptide an aldehyd- 
funktionalisierten Glasoberflachen 

a) Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide (jeweils 13mere Peptide, die die gesamte Pri- 
marstruktur der Proteine MBP, Casein und Histon HI reprasentieren) wurden nach Standard- 
SPOT-Synthesemethoden (RFrank, Tetrahedron, 48, 1992, S.9217-9232; A.Kramer und J. 
Schneider-Mergener, Methods in Molecular Biology, vol 87: Combinatorial Peptide Library Pro- 
tocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; Humana Press Inc., Totowa, NJ) an Cellulose als C- 
terminale Peptidamide synthetisiert. Dabei wurden entsprechend geschiitzte Fmoc-Aminosaure- 
pentafluorphenylester in DMF gelost und jeweils luL aufgespottet. Die Kupplungsreaktion er- 
folgte doppelt jeweils 25 min bei RT. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter 
Verwendung von 20% Piperidin in DMF 20 min bei RT. Der N-Terminus wurde mit Boc- 
Amino-Oxy-Essigsaure acyliert. Dazu wurde diese in DMF mit 1 Aquivalent HOAT/DIC akti- 
viert. Jeweils luL dieser Mischung wurde auf jedes cellulosegebundenen Peptid aufgespottet 
und 30 min bei RT belassen. Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen (tBu fur Serin, 
Threonin, Tyrosin, Glutaminsaure und Asparaginsaure; Boc fur Lysin; Trityl fur Asparagin, Glu- 
tamin, Cystein, Histidin und Pbf fur Arginin) erfolgte durch zweistiindige Behandlung mit 97% 
Trifluoressigsaure bei RT. AnschlieBend wurden die cellulose-gebundenen Peptide mit DCM, 
MeOH und Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Abspaltung der Peptide von 
der Cellulose erfolgte unter Verwendung von Ammoniakgas 24 Stunden bei RT. Die Spots mit 
den physikalisch adsorbierten Peptiden wurden ausgestanzt und in 96-well Mikrotiterplatten il- 
berfuhrt. Nach Ablosen der Peptide mit je 200 uL 20% Methanol unter Ultraschallbedingungen 
wurden die Proben filtriert, in 384well Mikrotiterplatten aberfuhrt, lyophilisiert und bis zur wei- 
teren Verwendung bei -20°C gelagert. 
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b) Die in Mikrotiterplatten vorliegenden amino-oxy-essigsaure-haltigen Peptide wurden in 
DMSO gelost. AnschlieBend wurde bei RT jeweils 1 nL dieser Losung auf die aldehyd- 
funktionalisierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 3) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim 
aufgebracht und diese vier Stunden bei RT inkubiert. Dabei betrug der Spot-zu-Spot-Abstand 1.5 
mm. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destilliertem Wasser wurden die 
modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 40%igen wassrigen Losung Hydroxylamin 30 
Minuten bei RT inkubiert, um die restlichen Aldehydfunktionen zu deaktivieren. Danach wurden 
die Glasoberflachen jeweils funfmal je 3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschlieBend 
jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 mL Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten 
Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 21: Immobilisierung aminooxyessigsaurehaltiger Peptide an bromacetylierte Glas- 
oberflachen 

a) Die zur Immobilisierung verwendeten Peptide (jeweils 13mere Peptide, die die gesamte Pri- 
marstruktur der Proteine MBP, Casein und Histon HI reprasentieren) wurden nach Standard- 
SPOT-Synthesemethoden (R.Frank, Tetrahedron, 48, 1992, S.92 17-9232; A.Kramer und J. 
Schneider-Mergener, Methods in Molecular Biology, vol 87: Combinatorial Peptide Library Pro- 
tocols, S. 25-39, edited by: S. Cabilly; Humana Press Inc., Totowa, NJ) an Cellulose als C- 
terminale Peptidamide synthetisiert. Dabei wurden entsprechend geschiitzte Fmoc-Aminosaure- 
pentafluorphenylester in DMF gelost und jeweils IjiL aufgespottet Die Kupplungsreaktion er- 
folgte doppelt jeweils 25 min bei RT. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter 
Verwendung von 20% Piperidin in DMF 20 min bei RT. Der N-Terminus wurde mit Boc- 
Aminp-Oxy-Essigsaure acyliert. Dazu wurde diese in DMF mit 1 Aquivalent HOAT/DIC akti- 
viert. Jeweils ljxL dieser Mischung wurde auf jedes cellulosegebundenen Peptid aufgespottet 
und 30 min bei RT belassen. Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen (tBu fur Serin, 
Threonin, Tyrosin, Glutaminsaure und Asparaginsaure; Boc fiir Lysin und Amino-Oxy- 
Essigsaure; Trityl fur Asparagin, Glutamin, Cystein, Histidin und Pbf flir Arginin) erfolgte durch 
zweistiindige Behandlung mit 97% Trifluoressigsaure bei RT. AnschlieBend wurden die cellulo- 
se-gebundenen Peptide mit DCM, MeOH und Diethylether gewaschen und im Vakuum getrock- 
net. Die Abspaltung der Peptide von der Cellulose erfolgte unter Verwendung von Ammoniak- 
gas 24 Stunden bei RT. Die Spots mit den physikalisch adsorbierten Peptiden wurden ausge- 
stanzt und in 96-well Mikrotiterplatten uberflihrt. Nach Ablosen der Peptide mit je 200 |iL 20% 
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Methanol unter Ultraschallbedingungen wurden die Proben filtriert, in 384well Mikrotiterplatten 
iibertragen, lyophilisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

b) Die in Mikrotiteiplatten vorliegenden amino-oxy-essigsaure-haltigen Peptide wurden in 200 
mM Natrium-Phosphatpuffer pH 6.0 gelost (finale Konzentation der Peptide 0.5 mM) der 
25 Vol% Glycerol enthielt. AnschlieBend wurde bei RT jeweils 0.01 uL dieser Losung auf die 
bromacetylierten amino-funktionalisierten Glasoberflachen (vgl. Beispiel 5) mittels eines Na- 
noPlotters der Firma Gesim aufgebracht und diese vier Stunden bei RT inkubiert. Nach dreima- 
ligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glas- 
oberflachen mit 30 mL einer 300 mM Losung von Mercaptoethanol in 200 mM Natrium- 
Phosphatpuffer pH 7.5 inkubiert, urn die restlichen Bromacetylfunktionen zu deaktivieren. Da- 
nach wurden die Glasoberflachen jeweils funfmal je 3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und 
anschlieBend jeweils zwehnal je 3 Minuten mit je 50 mL Methanol bei RT gewaschen. Die so 
behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gela- 
gert. 

Beispiel 22: Immobilisierung aminooxyessigsaurehaltiger Peptide an aldehyd- 
funktionalisierte Glasoberflachen 

a) Das zur Immobilisierung verwendete Peptid Dpr(Aoa)-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 
wurde nach Standardmethoden der Fmoc-basierenden Chemie an der festen Phase als C- 
terminales Peptidamid synthetisiert. Dabei wurden entsprechend geschUtzte Fmoc-AminosSuren 
mit einem Aquivalent HBTU und drei Aquivalenten Diisopropylethylamin in DMF aktiviert und 
an Rink-Amind-MBHA-Harz in DMF gekoppelt. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe er- 
folgte unter Verwendung von 20% Piperidin in DMF 30 min bei RT. Die Abspaltung der perma- 
nenten Schutzgruppen (tBu fur Serin, Boc fur die Amino-oxy-funktion und Pbf fur Arginin) und 
die gleichzeitige Ablosung vom Polymer erfolgte durch zweistiindige Behandlung mit 97% 
Trifluoressigsaure bei RT. Die resultierende Mischung wurde filtriert und das Filtrat durch Zu- 
gabe von tert.Butyl-Methyl-Ether gefiillt. Der Niederschlag wurde abgetrennt und mittels HPLC 
an RP18-Material mit Acetonitril/Wasser Mischungen (0.1% Trifluoressigsaure) gereinigt. Die 
das gewunschte Produkt enthaltenden Fraktionen wurden lyophilisiert und bis zur weiteren Ver- 
wendung bei -20°C gelagert. 
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b) Das Peptid Dpr( Ao a) -Leu- Arg- Arg- Al a- S er-Leu- Gly-NH 2 wurde in 200 mM Acetatpuffer pH 
4.0 gelost (finale Konzentation der Peptide 0.5 mM) der 25 Vol% tert. Butanol enthielt. An- 
schliefiend wurde bei RT jeweils 5 nL dieser Losung in einer Anordnung von 20 Reihen und 48 
Spalten (gesamt 960 Spots) auf die aldehyd-funktionalisierten Glasoberflachen (Tele- 
chem/Arraylt, CSS-25 Glastrager) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim aufgebracht. Da- 
bei betrug der Spot-zu-Spot-Abstand 1 mm. Anschliefiend wurden die so behandelten Glasober- 
flachen vier Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL 
destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 40%igen wSss- 
rigen Losung Hydroxylamin 30 Minuten bei RT inkubiert, um die restlichen Aldehydfunktionen 
zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils fiinfmal je 3 Minuten mit je 50 mL 
Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 Minuten mit je 50 mL Methanol bei RT 
gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrocknet und bis zur weiteren Ver- 
wendung bei 4°C gelagert. 

Beispiel 23: Immobilisierung cysteinhaltiger Peptide an 4-bromomethylbenzoylierte Glas- 
oberflachen 

Das HPLC-gereinigte Peptid Cys-flAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 wurde in 200 mM 
Natrium-Phosphatpuffer pH 6.5 gelost (finale Konzentation 2 mM) der 20 Vol% Glycerol ent- 
hielt. Anschliefiend wurden bei RT jeweils 2 nL dieser Losung in einer Anordnung von 50 Rei- 
hen und 120 Spalten (gesamt 6000 Spots) auf die bromomethylbenzoesaure-fiinktionalisierten 
Glasoberflachen (vgl. Beispiel 6) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim aufgebracht. Dabei 
betrug der Spot-zu-Spot-Abstand 0.4 mm. Anschliefiend wurden die so behandelten Glasoberfla- 
chen 5 Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destil- 
liertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberflachen mit 30 mL einer 300 mM L6sung von 
Mercaptoethanol in 200 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.5 inkubiert, um die restlichen Bro- 
momethylphenyl-Funktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen jeweils fiinf- 
mal je 3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 Minuten 
mit je 50 mL Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden getrock- 
net und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 
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Beispiel 24: Immobilisierung thioamidhaltiger Peptide an l-brom-23-diketo-butan- 
funktionalisierte Glasoberflachen 

a) Das zur Immobilisierung verwendete Peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-thioamid wurde 
nach Standardmethoden der Fmoc-basierenden Chemie an der festen Phase als C-terminales Pep- 
tidthioxoamid synthetisiert. An Rink-Amid-MBHA-Harz gebundenes Fmoc-Gly-OH wurde 3 
Stunden mit Lawessons Reagenz in THF am RiickfluB gekocht. Anschlieflend wurde das Harz 
mit THF und DCM gewaschen, 1 Stunde mit DMF geschuttelt und dann mit DMF, DCM und 
Methanol gewaschen. Nach Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe mit 50% Morpholin in DMF (40 
min) wurden die entsprechend geschutzten Fmoc-Aminosauren mit einem Aquivalent HBTU 
und drei Aquivalenten Diisopropylethylamin in DMF aktiviert gekoppelt. Die Abspaltung der 
Fmoc-Schutzgruppe erfolgte unter Verwendung von 20% Piperidin in DMF 30 min bei RT. Die 
Abspaltung der permanenten Schutzgruppen (tBu fur Serin und Pbf fur Arginin) und die gleich- 
zeitige Ablosung vom Polymer erfolgte durch zweisttlndige Behandlung mit 97% Trifluoressig- 
saure bei RT. Die resultierende Mischung wurde filtriert und das Filtrat durch Zugabe von 
tert.Butyl-Methyl-Ether gefallt. Der Niederschlag wurde abgetrennt und mittels HPLC an RP18- 
Material mit Acetonitril/Wasser Mischungen (0.1% Trifluoressigsaure) gereinigt. Die das ge- 
wunschte Produkt enthaltenden Fraktionen wurden lyophilisiert und bis zur weiteren Verwen- 
dung bei -20°C gelagert. 

b) Das Peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-thioamid wurde in 200 mM Natrium- 
Phosphatpuffer pH 5.5 gelost (finale Konzentation 1 mM) der 50 Vol% Glycerol enthielt. An- 
schliefiend wurden bei RT jeweils 1 nL dieser Losung in einer Anordnung von 70 Reihen und 
168 Spalten (gesamt 11760 Spots) auf die l-Brom-2.3-diketo-butan-funktionalisierten Glasober- 
flachen (vgl. Beispiel 10) mittels eines NanoPlotters der Firma Gesim aufgebracht. Dabei betrug 
der Spot-zu-Spot-Abstand 0.3 mm. Anschlieflend wurden die so behandelten Glasoberflachen 2 
min mit einer Mikrowelle behandelt und dann 3 Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen bei RT mit jeweils 100 mL destilliertem Wasser wurden die modifizierten Glasoberfla- 
chen mit 30 mL einer 3%igen wassrigen Losung von Thioacetamid 30 Minuten bei RT inkubiert, 
um die restlichen a-Bromketonfunktionen zu deaktivieren. Danach wurden die Glasoberflachen 
jeweils ftinfinal je 3 Minuten mit je 50 mL Wasser bei RT und anschliefiend jeweils zweimal je 3 
Minuten mit je 50 mL Methanol bei RT gewaschen. Die so behandelten Glasoberflachen wurden 
getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 
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Beispiel 25: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an modifizierten Glasober- 
flachen (vgL Fig. 4) 

Eine mit dem Peptid Cys-BAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NIfe (sowohl als Rohpeptid als 
auch als mittels prap. HPLC gereinigtes Peptid) und dem Kontrollpeptid Cys-BAla-Leu-Arg- 
Axg-Ala-Ala-Leu-Gly-NHb modifizierte GlasoberflSche (maleinimido-funktionalisierte Glas- 
oberflache, vgl. Beispiel 1) wurde mit 10ml 100/iM ATP in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten bei RT inkubiert. 
AnschlieBend wurde auf die Peptid-modifizierten Glasoberflachen 1 \xL einer Mischung aus Pro- 
teinkinase A (Sigma, P26452, U/mL), lOO^iM/mL ATP und lOOfiCi/mL y- 32 P-ATP (Amersham, 
9,25mBq/250^Ci/25jiL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer (5 OmM Tris-HCl, 150mM 
NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) aufgespottet und 30 min bei RT in einer 
nahezu wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Um den durch unspezifische Bindung von ATP- 
bzw. Kinase-Molekiilen an die Glasoberflachen verursachten Hintergrund zu verringern, wurden 
die modifizierten Glasoberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thiohamstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Glasoberflache wurde die in den Glasoberflachen-gebundenen Peptiden 
eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJEFILM) bestimmt (vgl. Fig. 4). 
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Beispiel 26: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodiflkationen an modifizierten Glasober- 
flachen (vgl. Fig. 5) 

Eine mit dem Peptid Cys-BAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2 und dem Kontrollpeptid 
Cys-BAla-Leu-Axg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 modifizierte Glasoberflache (maleinimido- 
funktionalisierte Glasoberflache; vgl. Beispiel 1) wurde mit 10ml lOOjaM ATP in Kinasepuffer 
(50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten 
bei RT inkubiert. Die Glasoberflache wurde getrocknet und anschlieBend wurde auf die Peptid- 
modifizierte Glasoberflache ein Deckglaschen gelegt. Dann wurden 20 |nL einer Mischung aus 
Proteinkinase A (Sigma, P26452, U/mL), lOOjiM/mL ATP und 100^iCi/mL y- 32 P-ATP (Amers- 
ham, 9,25mBq/250|iCi/25ixL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) durch Kapillarkrafte in den 
Spalt, der durch das auf der modifizierte Glasoberflache aufliegende Deckglaschen gebildet 
wird, aufgegeben. Anschliefiend wurde 30 min bei RT in einer nahezu wassergesattigten Atmo- 
sphare inkubiert. Um den durch unspezifische Bindung von ATP- bzw. Kinase-Molekiilen an die 
Glasoberflachen verursachten Hintergrund zu verringem, wurden die modifizierten Glasoberfla- 
chen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Hamstoff, 2M Thiohamstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Glasoberflache wurde die in den Glasoberflachen-gebundenen Peptiden 
eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorhnager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt (vgl. Fig. 5). 
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Beispiel 27: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an modifizierten Glasober- 
flachen (vgl. Fig. 7) 

Eine mit dem Peptid Dpr(Aoa)-Leu-Ajg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2 modifizierte Glasoberflache 
(vgl. Beispiel 22) wurde mit 10ml lOO^M ATP in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 
30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten bei RT inkubiert. Die Glasoberfla- 
che wurde getrocknet und anschlieBend wurde auf die Peptid-modifizierte Glasoberflache eine 
zweite, nichtmodifizierte Glasoberflache gleicher Abmessungen gelegt. Dann wurden 50 ixL 
einer Mischung aus Proteinkinase A (Sigma, P26452, U/mL), 100|LtM/mL ATP und lOO^iCi/mL 
y- 32 P-ATP (Amersham, 9,25mBq/250^Ci/25|iL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer 
(50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) durch Kapil- 
larkr^fte in den Spalt, der durch die auf der modifizierten Glasoberflache aufliegende zweite 
Glasoberflache gebildet wird, aufgegeben. AnschlieBend wurde 30 min bei RT in einer nahezu 
wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Um den durch unspezifische Bindung von ATP- bzw. 
Kinase-Molekiilen an die Glasoberflachen verursachten Hintergrund zu verringern, wurde die 
modifizierte Glasoberflache wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thiohamstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Glasoberflache wurde die in den glasoberflachen-gebundenen Pepti- 
den eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA- 
3000, FUJIFILM) bestimmt (vgl. Fig. 7). 
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Beispiel 28: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an modiflzierten Glasober- 
flachen (vgl. Fig. 6) 

Eine mit dem Peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-thioamid modifizierte Glasoberfiache (vgl. 
Beispiel 24) wurde mit 10ml IOOjiM ATP in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 
30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten bei RT inkubiert. Die Glasoberfia- 
che wurde getrocknet und anschlieBend wurde auf die Peptid-modifizierte Glasoberfiache eine 
zweite, nichtmodifizierte Glasoberfiache gleicher Abmessungen gelegt. Dann wurden 50 ^iL 
einer Mischung aus Proteinkinase A (Sigma, P26452, U/mL), lOO^M/mL ATP und lOOjiCi/mL 
y- 32 P-ATP (Amersham, 9,25mBq/250^iCi/25^iL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer 
(50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) durch Kapil- 
larkrafte in den Spalt, der durch die auf der modiflzierten Glasoberfiache aufliegende zweite 
Glasoberfiache gebildet wird, aufgegeben. AnschlieBend wurde 30 min bei RT in einer nahezu 
wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Urn den durch unspezifische Bindung von ATP- bzw. 
Kinase-Molekiilen an die Glasoberflachen verursachten Hintergrund zu verringern, wurde die 
modifizierte Glasoberfiache wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger AmeisensSure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thiohamstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 



Nach dem Trocknen der Glasoberfiache wurde die in den glasoberflachen-gebundenen Peptiden 
eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt (vgl. Fig. 6). 
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Beispiel 29: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an modifizierten Glasober- 
flachen (vgl. Fig, 1) 

Eine mit den Peptiden Cys-BAla-Leu-Arg-Arg-AIa-Ser-Leu-Gly-NH 2 , Cys-BAla-Gln-Lys-Arg- 
Pro-Ser-Gln-Arg-Ser-Lys-NH 2 , und Cys-BAla-Arg-Arg-Lys-Asp-Leu-His-Ap-Asp-Glu-Glu- 
Asp-Glu-Ala-Met-Ser-Ile-Thr-Ala-NH 2 bzw. den entsprechenden Kontrollpeptiden Cys-BAla- 
Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 , Cys-J3Ala-Gln-Lys-Arg-Pro-Ala-Gln-Arg-Ala-Lys-NH 2 , 
und Cys-BAla-Arg-Arg~Lys-Asp-Leu-His-Asp-Asp-Glu-Glu-Asp-Glu-Ala-Met»Ala-Ile-Ala-Ala- 
NH 2 modifizierte Glasoberflache (maleinimido-funktionalisierte Glasoberflache, vgl. Beispiel 2) 
wurde mit 10ml lOOfiM ATP in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 
4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde auf die 
Peptid-modifizierten Glasoberflachen 1 jiL einer Mischung aus Proteinkinase (Proteinkinase A, 
Sigma, P2645, 1.67 [ig/mL fur Cys-BAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 und Cys-BAla- 
Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 ; Proteinkinase C, Sigma, P7956, 1.3 ^g/mL fur Cys-BAla- 
Gln-Lys-Arg-Pro-Ser-Gln-Arg-Ser-Lys-NH 2 und Cys-flAla-Gln-Lys-Arg-Pro-Ala-Gln-Arg-Ala- 
Lys-NH 2 ; Caseinkinase 1, New England Biolabs, P6030S, 2.5 ng/mL ftir Cys-BAla-Arg-Arg- 
Lys-Asp-Leu-His-Ap-Asp-Glu-Glu-Asp-Glu-Ala-Met-Ser-Ile-Thr-Ala-NH 2 und Cys-BAla-Arg- 
Axg-Lys-Asp-Leu-His-Asp-Asp-Glu-Glu-Asp-Glu-Ala-Met-Ate^^ 100tiM/mL 
ATP und 100|iCi/mL y- 32 P-ATP (Amersham, 9,25mBq/250^Ci/25^iL, Aktivitat >5000Ci/mmol) 
in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 
7,5) aufgespottet und 30 min bei RT in einer nahezu wassergesattigten Atmosphare inkubiert. 
Um den durch unspezifische Bindung von ATP- bzw. Kinase-Molektilen an die Glasoberflachen 
verursachten Hintergrund zu verringern, wurden die modifizierten Glasoberflachen wie folgt 
gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCi-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thioharnstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 
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Nach dem Trocknen der Glasoberflache wurde die in den Glasoberflachen-gebundenen Peptiden 
eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt (vgl. Fig. 1). 

Beispiel 30: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an verschiedenen modifi- 
zierten Oberflachen (vgl. Fig* 2) 

Mit den Peptiden Gys-BAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 und Cys-BAla-Leu-Arg-Arg- 
Ala-Ala-Leu-Gly-NH 2 modifizierte Oberflachen (maleinimido-funktionalisierte Glasoberflache, 
vgl. Beispiel 1; maleinimidobutyryl-B-alaninin-funktionalisierte Cellulose sowie maleinimidobu- 
tyryl-i3-alaninin-funktionalisierte Polypropylen-Membranen) wurden mit 10ml IOOjiM ATP in 
Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 
10 Minuten bei RT inkubiert. Die Oberflachen wurden anschlieflend mit einer Mischung aus 
Proteinkinase A (Sigma, P26452, U/mL), 100|nM/mL ATP und lOO^iCi/mL y- 32 P-ATP (Amers- 
ham, 9,25mBq/250|xCi/25jiL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) iiberschichtet und 30 min bei 
RT in einer nahezu wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Um den durch unspezifische Bin- 
dung von ATP- bzw. Kinase-Molektilen an die Oberflachen verursachten Hintergrund zu verrin- 
gem, wurden die modifizierten Oberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-L6sung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thioharnstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 
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Nach dem Trocknen der Oberflachen wurde die in den oberflachen-gebundenen Peptiden einge- 
baute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestinimt (vgl. Fig. 2) 

Beispiel 31: Analyse der zeitabhangigkeit Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an ver- 
schiedenen modifizierten Oberflachen (vgL Fig- 3) 

Mit dem Peptide Cys-6Ala-Leu-Axg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH 2 modifizierte Oberflachen (ma- 
leinimido-funktionalisierte Glasoberflache, vgl. Beispiel 1 und maleinimidobutyryl-B-alaninin- 
funktionalisierte Cellulose) wurden mit 10ml IOOjxM ATP in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, 30itiM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) 10 Minuten bei RT inkubiert 
Die Oberflachen wurden anschlieflend mit jeweils 1 \iL einer Mischung aus Proteinkinase A 
(Sigma, P26452, U/mL), 100(iM/mL ATP und lOO^iCi/mL y- 32 P-ATP (Amersham, 
9,25mBq/250jaCi/25nL, Aktivitat >5000Ci/mmol) in Kinasepuffer (50mM Tris-HCl, 150mM 
NaCl, 30mM MgCl 2 , 4mM DTT, 2mM EGTA, pH 7,5) versetzt und die angegebenen Zeiten bei 
RT in einer nahezu wassergesattigten Atmosphare inkubiert. Um den durch unspezifische Bin- 
dung von ATP- bzw. Kinase-Molekulen an die Oberflachen verursachten Hintergrund zu verrin- 
gern, wurden die modifizierten Oberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH 7.5, 200 mM NaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer L6sung, die 6M Harnstoff, 2M Thioharnstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Oberflachen wurde die in den oberflachen-gebundenen Peptiden einge- 
baute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt (vgl. Fig. 3) 
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Beispiel 32: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an verschiedenen modifi- 
zierten Oberflachen (vgl. Fig. 8) 

Genau 43 serin- und/oder threoninhaltige Peptide (potentielle Substratpeptide fur Kinasen) und 
die entsprechenden Kontrollpeptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cysteinyl-B- 
alanin modifiziert, wurden durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionalisierte 
Glas-Oberflache gekoppelt (vgl. Beispiel 18). Die Anordnung der Peptide ist in Fig. 8 A darge- 
stellt. Die Nummerierang der Spots ist in Fig. 8C ersichtlich, die Sequenzen der genutzten Pepti- 
de gehen aus Beispiel 18 hervor. Die modifizierte Glas-Oberflache wurde nach dem Aufbringen 
der Peptide zunachst mit lOmL 100|iM ATP-L6sung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 
fur 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde modifizierte Glas-Oberflache mit einem 
Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum Proteinkinase C (lOU/mL) 
zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 nM/mL; 100^Ci/mL) mittels Kapillarkraft einge- 
bracht. Danach wurde 30 min bei 25°C inkubiert. Um den durch unspezifische Bindung von 
ATP- bzw. Kinase-Molekulen an die Oberflachen verursachten Hintergrund zu verringern, wur- 
den die modifizierten Oberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
P H7.5,200mMNaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Hamstoff, 2M Thioharnstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Oberflachen wurde die in den oberflachen-gebundenen Peptiden einge- 
baute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt. Das resultierende Bild ist in Fig. 8B dargestellt. Die Spots mit hoher Sig- 
nalintensitat in alien drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase C 
phosphorylierten Peptiden zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 8D gezeigt. Es wird 
deutlich, daB als Proteinkinase C Substrate bekannte (Substratpeptid Nr. 3, 23, 27, 41, 43) und 
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weitere, nicht als Substrate fiir Proteinkinase C beschriebene Peptide von dieser Kinase auf der 
modifizierten Glasoberflache erkannt und phosphoryliert werden. Damit wird deutlich, dass eine 
solche Anordnung geeignet ist, die Substratspezifitat einer Kinase, wie zum Beispiel Proteinki- 
nase C, zu charakterisieren. 

Beispiel 33: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an verschiedenen modifi- 
zierten Oberflachen (vgl. Fig, 9) 

Genau 43 serin- und/oder threoninhaltige Peptide (potentielle Substratpeptide fur Kinasen) und 
die entsprechenden Kontrollpeptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Cysteinyl-B- 
alanin modifiziert, wurden durch eine Michael-Addition an eine maleinimidofunktionalisierte 
Glas-Oberflache gekoppelt (vgl. Beispiel 18). Die Anordnung der Peptide ist in Fig. 8A darge- 
stellt. Die Nummerierung der Spots ist in Fig. 8C ersichtlich, die Sequenzen der genutzten Pepti- 
de gehen aus Beispiel 18 hervor. Die modifizierte Glas-Oberflache wurde nach dem Aufbringen 
der Peptide zunachst mit lOmL 100pM ATP-Losung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 
fUr 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde modifizierte Glas-Oberflache mit einem 
Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwischenraum Proteinkinase A (lOU/mL) 
zusammen mit ATP/y 32 P-ATP-Mischung (100 jiM/mL; 100^Ci/mL) mittels Kapillarkraft einge- 
bracht. Danach wurde 30 min bei 25°C inkubiert. Um den durch unspezifische Bindung von 
ATP- bzw. Kinase-Molekulen an die Oberflachen verursachten Hintergrund zu verringern, wur- 
den die modifizierten Oberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS-Puffer, 
pH7.5,200mMNaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Ldsung, die 6M Harnstoff, 2M Thioharnstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 
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Nach dem Trocknen der Oberflachen wurde die in den oberflachen-gebundenen Peptiden einge- 
baute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Systems (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt. Das resultierende Bild ist in Fig. 9B dargestellt. Die Spots mit hoher Sig- 
nalintensitat in alien drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase A 
phosphorylierten Peptiden zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 9D gezeigt.Es wird 
deutlich, daB mit einer Ausnahme alle Peptide auf der modifizierten Glasoberflache von Protein- 
kinase A erkannt und phosphoryliert werden, die in Position -2 und -3 (N-terminal) zum Serin 
zwei Argininreste tragen. Dieses Sequenzmotiv RRxS ist als bevorzugtes Substratmotiv fur Pro- 
teinkinase A beschrieben (A. Kreegipuu, N. Blom, S. Brunak, J. Jarv, 1998, Statistical analysis 
of protein kinase specificity determinants, FEES Lett, 430, 45-50). Das Peptid 83 wird wahr- 
scheinlich wegen der zu sehr N-terminalen Lokalisation des Substratmotives nicht phosphory- 
liert. Somit wird deutlich, dass eine solche Anordnung geeignet ist, die Substratspezifitat einer 
Kinase, wie zum Beispiel Proteinkinase A, zu charakterisieren. 

Beispiel 34: Analyse Kinase vermittelter Peptidmodifikationen an verschiedenen modifi- 
zierten Oberflachen (vgL Fig. 10) 

Genau 79 Peptide, jeweils am N-Terminus mit dem Dipeptid Amino-oxyessigsaure-6-alanin mo- 
difiziert, wurden an eine aldehydfunktionalisierte Glas-Oberflache gekoppelt (vgl. Beispiel 20). 
Die Primasstruktur des MBP ist in Fig. 10C dargestellt. Fur die durch Fettdruck hervorgehobe- 
nen Reste wurde eine Phosphorylierung durch Proteinkinase A im Stand der Technik beschrie- 
ben (A. Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. Takeyama, Y. Nis- 
hizuka, 1985, Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by protein kinase C and 
adenosine 3 f :5 ? -monophosphate-dependent protein kinase, J. Biol Chem., 260, 12492-12499). 
Die 13 meren Peptide in dem Scan weisen eine Sequenzverschiebung von 2 Aminosauren auf 
Die Anordnung der Peptide ist in Fig. 10B dargestellt. Somit reprasentiert das Peptid Nr. 1 die 
Aminosauresequenz 1-13 der Primarstruktur von MBP, das Peptid Nr. 2 die Aminosauresequenz 
3-15 der Primarstruktur von MBP usw. Es wurden drei identische Subarrays auf die Glasoberfla- 
che aufgebracht. In Fig. 10A ist eines dieser Subarrays dargestellt. Die modifizierte Glas- 
Oberflache wurde nach dem Aufbringen der Peptide zunachst mit lOmL 100|iM ATP-L6sung in 
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.5 fur 10 Minuten vorinkubiert. AnschlieBend wurde die 
modifizierte Glas-Oberflache mit einem Deckglaschen abgedeckt und in den entstandenen Zwi- 
schenraum Proteinkinase A (lOU/mL) zusammen mit ATP/y^P-ATP-Mischung (100 |xM/mL; 
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100|iCi/mL) mittels Kapillarkraft eingebracht. Danach wurde 30 min bei 25°C inkubiert. Um 
den durch unspezifische Bindung von ATP- bzw. Kinase-Molekulen an die Oberflachen verur- 
sachten Hintergrund zu verringern, wurden die modifizierten Oberflachen wie folgt gewaschen: 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Waschpuffer (1% SDS und 1% Tween20 in 50mM TRIS -Puffer, 
pH7.5, 200mMNaCl) 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 1M NaCl-Losung 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit 80%iger Ameisensaure in Ethanol 

- 2mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 2mal 5 Minuten bei 50°C mit einer Losung, die 6M Harnstoff, 2M Thiohamstoff und 1% SDS 
enthielt 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser 

- 3mal 3 Minuten bei RT mit Methanol 

Nach dem Trocknen der Oberflachen wurde die in den oberflachen-gebundenen Peptiden einge- 
baute Menge an radioaktivem Phosphat mittels eines Phosphorlmager-Sys terns (FLA-3000, 
FUJIFILM) bestimmt. Das resultierende Bild ist in Fig. 10A dargestellt. Die Spots mit hoher 
Signalintensitat in alien drei Subarrays wurden den entsprechenden von der Proteinkinase A 
phosphorylierten Peptiden zugeordnet. Deren Primarstrukturen sind in Fig. 10D gezeigt. Es wird 
deutlich, daB die meisten Peptide auf der modifizierten Glasoberflache von Proteinkinase A er- 
kannt und phosphoryliert werden, die auch in dem in Losung durchgefiihrten Experiment gefun- 
den werden konnten (A. Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. 
Takeyama, Y. Nishizuka, 1985, Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by prote- 
in kinase C and adenosine S'rS-monophosphate-dependent protein kinase, J. Biol Chem., 260, 
12492-12499). 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Beispielen, den Anspriichen, den Zeichnungen und 
dem Sequenzprotokoll offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in 
beliebiger Kombination fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuh- 
rungsformen wesentlich sein. 
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ANSPRUCHE 

1. Verfahren zur Bestimmung der Substratspezifitat einer enzymatischen Aktivitat umfas- 
send die folgenden Schritte: 

Bereitstellen einer Anordnung umfassend eine Vielzahl von Aminosauresequen- 
zen auf einer planaren Oberflache eines Tragermaterials, wobei die Aminosauresequenzen ge- 
richtet immobilisiert sind, 

Kontaktieren und/oder Inkubieren einer enzymatischen Aktivitat mit der Anord- 

nung, und 

Nachweis einer Reaktion zwischen einer oder mehrerer der auf der Anordnung 
immobilisierten Aminosauresequenzen und der enzymatischen Aktivitat, 

dadurch gekennzeichnet, dass bei der Umsetzung der enzymatischen Aktivitat mit der Anord- 
nung eine Anderung des Molekulargewichts mindestens einer der Aminosauresequenzen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Nachweis der Reaktion an 
der oder unter Verwendung der auf der Oberflache des Tragermaterials immobilisierten Amino- 
sauresequenz erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Anderung des Mo- 
lekulargewichts durch Ausbildung oder Spaltung einer kovalenten Bindung an einer der Amino- 
sauresequenzen erfolgt, bevorzugterweise an derjenigen Aminosauresequenz, die mit der enzy- 
matischen Aktivitat reagiert. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Nach- 
weis der Reaktion durch Detektion der Anderung des Molekulargewichts erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Nach- 
weis durch ein Nachweisverfahren erfolgt, das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Autoradiogra- 
phic, Plasmonresonanzspektroskopie und Fluoreszenzspektroskopie umfasst. 
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 
eine der Aminosauresequenzen ein Substrat fur eine enzymatische Aktivitat ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Anord- 
nung von Aminosauresequenzen fiir mindestens zwei verschiedene enzymatische Aktivitaten 
jeweils mindestens ein Substrat aufweist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die enzyma- 
tische Aktivitat ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Oxidoreduktasen, Transferases Hydrolasen, 
Lyasen und Ligasen umfasst, und insbesondere ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Kinasen, Sul- 
fotransferasen, Glycosyltransferasen, Acetyltransferasen, Farnesyltransferasen, Palmityltransfe- 
rasen, Phosphatasen, Sulfatasen, Esterasen, Lipasen, Acetylasen und Proteasen umfasst. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Nach- 
weis einer Reaktion zwischen den auf der Anordnung immobilisierten Aminosauresequenzen 
und der enzymatischen Aktivitat mehrfach, bevorzugterweise in zeitlichen Abstanden, wieder- 
holt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die enzyma- 
tische Aktivitat in einer Probe bestimmt wird und die Probe bevorzugterweise ausgewahlt ist aus 
der Gruppe, die Urin, Liquor, Sputum, Stuhl, Lymphflussigkeit, andere Korperflussigkeiten Zel- 
lysate, Gewebelysate, Organlysate, Extrakte, Rohextrakte, gereinigte Praparate und ungereinigte 

„Praparatejimfasst. . . ....... . . . 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Ober- 
flache eine nicht-porose Oberflache ist. 

12! Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Tra- 
germaterial Glas ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Amino- 

i 

sauresequenz tiber eine Schwefel umfassende Gruppe an der Oberflache immobilisiert ist. 
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14. Anordnung von einer Vielzahl von Aminosauresequenzen auf einer Oberflache, wobei 
die Aminosauresequenzen gerichtet auf der planaren Oberflache eines Tragermaterials immobili- 
siert sind, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine der Aminosauresequenzen ein Substrat 
fur eine enzymatische Aktivitat darstellt, wobei am Substrat durch die enzymatische Aktivitat 
eine Anderung des Molekulargewichts erfolgt. 

15. Anordnung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Anderung des Moleku- 
largewichts durch Ausbildung oder Spaltung einer kovalenten Bindung am Substrat erfolgt ist. 

16. Anordnung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung von 
Aminosauresequenzen fur mindestens zwei verschiedene enzymatische Aktivitaten jeweils min- 
destens ein Substrat aufweist. 

17. Anordnung nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die pla- 
nare Oberflache eine nicht-porose Oberflache ist. 

18. Anordnung nach Anspruch 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragerrnaterial 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Silikate, Keramik, Glas, Metalle und organische Tragermate- 
rialien umfasst. 

19. Anordnung nach einem der Anspruche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Ami- 
nosauresequenzen ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Peptide, Oligopeptide, Polypeptide und 
Proteine sowie deren jeweilige Derivate umfasst. 

20. Anordnung nach einem der Anspruche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass eine jede 
Aminosauresequenz oder Gruppe von Aminosauresequenzen relativ zu einer anderen Aminosau- 
resequenz oder Gruppen von Aminosauresequenzen definiert angeordnet ist. 

21 . Trager umfassend eine Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspruche. 



22. Trager nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager ein Basistragermate- 
rial umfasst. 
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23. Trager nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung einer 
Vielzahl von Amino sauresequenzen auf einer oder mehreren der Oberflachen des Tragers ange- 
ordnet ist. 

24. Trageranordnung umfassend mindestens zwei Trager nach einem der Anspriiche 21 bis 
23, wobei jeweils zwei Trager durch einen Spalt getrennt sind. 

25. Trageranordnung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest eine An- 
ordnung auf einem ersten Trager mindestens einer Anordnung auf einem zweiten Trager zuge- 
wandt ist. 

26. Trageranordnung nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass der Spalt eine 
Breite etwa von 0,01 mm bis 10 mm, bevorzugterweise etwa von 0,1 mm bis 2 mm und bevor- 
zugtererweise etwa von 0,5 mm bis 1 mm aufweist. 

27. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 14 bis 20 und/oder eines Tra- 
gers nach einem der Anspriiche 21 bis 23 und/oder einer Trageranordnung nach einem der An- 
spriiche 24 bis 26 in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13. 
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